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RESUMO

A preservacdo do enxerto é um ponto crucial no manejo do transplante,
sendo um dos fatores determinantes para uma evolucdo cirurgica favoravel.
Existem inUmeros pontos preocupantes nesse processo, porém o ponto de
maior relevancia é a reducdo do tempo de isquemia fria e diminuicdo da
lesdo de reperfusdo. E nesse momento que as solugbes de preservacgéo
guardam sua importancia. A busca pela solucao ideal é constante, existindo
no mercado atualmente vérias solugdes como: HTK, Euro-Collins, Wisconsin,
Celsior, SPS-1, porém, todas com alto custo. Este estudo teve como objetivo
analisar a preservacdo morfolégica de tecido hepético de coelho apés
conservacao estatica em solucao hipotérmica a base de agua de coco em po.
Os experimentos foram realizados no Nucleo Integrado de Bioteconologia
(NIB) da Universidade Estadual do Ceard (UECE) utilizando-se a solucéo
SPS-1 como padrdo e uma solucdo a base de agua de coco em p6 (ACP-
405). Foi realizada perfuséo in situ dos figados de 10 coelhos, retirada dos
o0rgdos e manutencdo nas respectivas solucdes hipotérmicas em tempos pré-
determinados. Constatou-se que, ap0s avaliacdo histopatolégica nos tempos
Oh, 6h, 12h e 18h de isquemia fria, a preservacéao utilizando solugcdo ACP-405
pode ser viavel. A partir dos resultados positivos, estudos deverdo ser
direcionados no intuito de estudar a viabilidade funcional do 6rgdo associada
a um modelo de reperfuséao in vitro.

Palavras-chave: Preservacdo de oOrgdos. Transplante hepatico. Agua de
coco em po6. Solucédo de preservacao.



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 Cearéa
(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
Oh, 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 INTRODUCAO

A preservacdo do enxerto € um ponto crucial no manejo do
transplante, sendo um dos fatores determinantes para uma evolucao cirurgica
favoravel. Existem inumeros pontos preocupantes nesse processo, porém o
ponto de maior relevancia é a reducdo do tempo de isquemia fria e
diminuicdo da lesdo de reperfusdo. E nesse momento que as solucdes de
preservacdo guardam sua importancia. A busca pela solucdo ideal é
constante, existindo no mercado atualmente varias solu¢des como Histidina-
Triptofano-Cetoglutarato (HTK), Euro-Collins, Wisconsin, Celsior, porém,
todas ainda com alto custo (LATCHANA et al., 2015).

Varios meios tém sido pesquisados na perspectiva de substituir
estas solucfes ou alguns de seus componentes de forma a reduzir o custo na
preparacdo das mesmas. Neste cenario, uma solucdo interessante é a agua
de coco, pois se trata de isotdbnico natural com propriedades bioquimicas
favoraveis para este objetivo (CAMPBELL-FALK et al., 2000).

Devido a estas propriedades e a varios estudos demonstrando
resultados positivos no potencial da dgua de coco como solucao eficaz na
preservacao de células, somado ao fato deste liquido ter um baixo custo e
qualidades quimicas desejaveis, 0 objetivo deste estudo é verificar a eficacia
da agua de coco quando utilizada como solucdo de preservacao do figado
(COSTA et al., 2002; SILVA et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.2 TRANSPLANTE HEPATICO

O transplante de figado (TxH) é uma opc¢ao de tratamento
estabelecida e bem-sucedida para pacientes com insuficiéncia hepética
terminal, com sobrevida em 5 anos acima de 70%. Apesar desse sucesso, as

complicacbes precoces persistem (KEEFFE, 2001).

Embora a disfuncdo primaria (PNF) seja imediatamente evidente,
aproximadamente outros 15% dos receptores de transplante hepatico sofrem
disfungado progressiva do enxerto, que culmina com a morte ou a necessidade

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

A sobrevida melhorou consideravelmente através do avanco da
imunossupressao poés-transplante e do tratamento e controle das doencas
infecciosas (WIESNER et al., 2003).

No Brasil, com relacdo aos transplantes de 06rgdos, no primeiro
semestre de 2018, em relacdo a 2017, houve diminuicdo nos transplantes
renais (3,7%) e cardiacos (0,5%) e aumento nos transplantes de pulméo
(16,1%), pancreas (3,6%) e figado (2,6%) (ABTO, 2018).

A despeito do aumento no numero de TxH, a mortalidade de
pacientes aguardando em lista permanece entre 5-10% com um longo
periodo de espera (MUHLBACHER; LANGER; MITTERMAYER, 1999).

A primeira publicacdo sobre a realizacdo do transplante hepatico
data de 1955, quando Welch realizou transplantes de figado heterotépicos
em caes (STARLZ, 2002).

O primeiro transplante de figado em humanos foi realizado por
Starzl, em 10 de margo de 1963, com desfecho desfavoravel, porém o tempo
de isquemia total foi de 8 horas. Apdés analise histopatolégica 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 0 sucesso
do procedimento (GREZZANA FILHO, 2003).
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Na década de oitenta ocorreu um aprimoramento nas técnicas
cirdrgicas, na anestesia, na selecdo dos pacientes e nos cuidados pos-
operatérios, 0 que possibilitou uma maior sobrevida dos pacientes
transplantados. Em 1978, Sir Roy Calne iniciou a utilizacdo da ciclosporina
no transplante experimental, identificando-a como potente agente
imunossupressor, e em 1980, Jean Borel popularizou-a, ponto chave na
histéria do transplante hepatico (WILLIANS, 1990; MEINE, 2005).

Em 1983 o National Health Institute fundamentou o transplante
hepatico como terapia estabelecida, removendo seu carater experimental
(MADREY; SCHIFF; SORREL, 2001).

Dados do Registro Brasileiro de Transplantes também mostram que
em 2015, o Ceara realizou 1.433 procedimentos, 34 a mais que o0 recorde
anterior, de 1.399 transplantes em 2014 (ABTO, 2016).

2.2 ASPECTOS DA PRESERVACAO DO ENXERTO

A preservacdo do 6rgao € um ponto crucial no manejo do
transplante, sendo um dos fatores determinantes para uma evolucao cirurgica
favoravel. Além dos mecanismos imunoldgicos de rejeicdo do enxerto, O
resultado do transplante hepéatico também é limitado pela injuria de isquemia-
reperfuséo (IRI) (BEJAOUI et al., 2015).

A IRl é um processo multifatorial resultante primordialmente da
leséo sofrida pelo enxerto durante a fase de armazenamento em solugdes de
preservacdo (isquemia fria), decorrente do consumo energético, e da
producao de agentes oxidantes durante a reperfusédo do mesmo (GUAN et al.,
2014).

A reducédo da IRI é o alvo de importantes pesquisas em transplante,
pois esta diretamente relacionada a disfuncdo priméaria do enxerto, o que
permanece como um dos problemas mais criticos no processo de
transplantacdo hepatica (BEJAOUI et al., 2015).
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Véarias estratégias séo utilizadas para reduzir tais danos, sendo
uma das mais comuns o resfriamento rapido em solu¢cBes de preservacdo.
Alguns avancos como o desenvolvimento de novas solucdes de preservacao
e, mais recentemente, a criacdo de uma maquina de perfusdo, tem
contribuido para a reducédo da IRl (MCANULTY, 2010; GUIBERT et al., 2011;
GRAHAM; GUARRERA, 2014).

2.3 PRINCIPIOS DA PRESERVACAO

Qualquer técnica de preservacdo deve promover protecao funcional
satisfatéria ao 6rgdo, durante o periodo de interrupcdo do seu fluxo
sanguineo; desde a sua retirada do doador, até o seu implante e a reperfusao
no receptor (JAMIESON, 1999).

No caso do tecido hepatico, a retirada segura do figado, permitindo
um armazenamento adequado e técnicas de preservacao, € imprescindivel
para manté-lo em condicGes ideais. E essencial que a funcdo organica viavel
seja restabelecida imediatamente apdés a revascularizacdo do 6rgéo
(CLAVIEN; HARVEY; STRASBERG, 1992; MEINE, 2005).

Os principios gerais de protecdo de 6rgdos em isquemia total séo:
inibicdo de acidose inevitavel (intra e extracelular) e prevencao de valores de
pH criticos; manutencdo do volume de todas as células, especialmente de
células endoteliais; regulacdo do uso de recursos de energia anaerdébios;
inibicdo reversivel de processos nado vitais; e manutencdo de estrutura
morfoldgica, os quais manterdo a funcdo dos 6rgaos prontamente apés a sua
reperfusdo nos receptores (BRETSHNEIDER, 1980; HOLSCHER;
GROENEWOUD, 1991; LI et al, 2015; FREITAS et al., 2017).

A auséncia de fluxo sanguineo, na fase de isquemia fria, leva a
hipéxia tecidual. Essa hipOxia determina anaerobiose, com consumo dos
fosfatos intracelulares, disfuncdo da bomba sdédio/potassio como

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

O armazenamento frio estatico € o método mais utilizado
atualmente para preservacdo de orgaos e visa a reducao do dano isquémico
diminuindo o metabolismo através da hipotermia. Realiza-se a infusdo da
solugdo de preservacdo escolhida e entdo resfria-se o 6rgado estaticamente
(MCANULTY, 2010; BEJAOUI et al., 2015).

2.4.1 Resfriamento

Existem diversas pesquisas para desenvolvimento de técnicas de
resfriamento que possibilitem a preservacao prolongada do enxerto (FAHY et
al., 2004; FULLER et al., 2013).

Entretanto, o resfriamento puro tem demonstrado resultados
desapontadores. Estudos tém demonstrado que ocorre uma diminuicdo de
cerca de doze vezes na atividade enziméatica como resultado da reducdo na
temperatura do figado de 37° para 0°C. Essa visdo, contudo, subestima a
complexidade fisico-quimica das interacdes metabdlicas no 6rgéao
hipotérmico e os efeitos préprios do resfriamento sobre esses processos
interativos. A hipotermia pode provocar falha na homeostase, que mantém o
volume celular e a permanéncia da atividade enzimaticas como a bomba de
Na-K-ATPase (MEINE, 2005).

Em um estudo de Berendsen et al. (2014), a combinacédo de “super-
resfriamento” (preservacéo a frio a -6°C) com outros parametros alcangou a
preservacdo efetiva de enxertos de figado por até 4 dias. Esta técnica
promissora compreende trés etapas: primeiro, “super-resfriamento” do 6rgao
a -6°C para reduzir o metabolismo celular; segundo, subnormotérmico a
21°C, que reinicia o metabolismo e repde os niveis de ATP, e terceiro, 0 uso

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

Todas essas condi¢cfes sao imprescindiveis para o alcance do

sucesso no transplante de figado (LEAKE, 2014).
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2.4.2 Solucdes de preservacgao

O resfriamento € parte vital no processo de preservacao dos
tecidos, entretanto, como exposto previamente, existem efeitos deletérios
relacionados. Devido a isso, foram criadas as solu¢gdes de preservacao, que
visam a reducdo do dano causado pela hipotermia. A busca pela solucéo
ideal é constante, objetivando a maior protecdo possivel ao dano isquémico,
como o edema celular e distorcdes do citoesqueleto (MARSH et al., 1989;
STEFANOVICH et al., 1995; EL-WAHSH, 2007).

Na década de 70, foi desenvolvida a solu¢cdo Euro-Collins como
uma solucdo com alta concentracdo sodio-potassio e utilizacdo de glicose.
Essa composicdo para as células hepéticas leva a uma limitacdo importante
devido a permeabilidade dessas células a glicose. A consequéncia
bioquimica € que o influxo de glicose causa perda do efeito osmoético da
solucdo, além de precipitar o uso da glicose como combustivel para
anaerobiose, piorando a acidez intracelular (BEJAOUI et al., 2015).

Em 1987, a Solugcdo da Universidade de Wisconsin (UW) foi
introduzida. Até este periodo, era possivel preservar adequadamente o0s
orgaos por um periodo de apenas 4 horas, o que tornava o transplante um
procedimento de carater emergencial. O uso da solucdo de preservacdo UW
aumentou o tempo de preservacdo do o6rgdo de 6 para 16 horas
(SOUTHARD; BELZER, 1995).

A partir deste momento, grandes modificacbes ocorreram nos
procedimentos de transplante e UW é hoje considerada a solucdo de
preservacdo padrdao com efeito na prevencdo da acidose intracelular,
mantendo o metabolismo energético e protegendo contra acdo das
substancias reativas ao oxigénio (GARRERA; KARIM, 2008; CAMACHO,
2010).

Estes efeitos benéficos devem-se, principalmente, a presenca de
impermeantes (lactibionato, rafinose), hidroxietilamida, insulina, antioxidantes
(glutationa) e precursores do ATP (adenosina) (SOUTHARD; BELZER, 1996).
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As desvantagens incluem a presenca de hidroxietilamido (HES)
como suporte oncoético, que tem sido associado a alta viscosidade sanguinea
e consequente saturacédo tecidual. Como resultado, a lavagem do sangue do
enxerto e o fluxo sanguineo durante a reperfusdo podem estar reduzidos
(MORARIU et al., 2003; ZAOUALI et al., 2010).

Além disso, a alta concentracdo de potassio (K+) estad associada a
despolarizacéo celular e ativacdo de canais dependentes de voltagem (BEN
ABDENNEBI et al., 1998) .

Os problemas causados por HES e K+ levaram ao desenvolvimento
de outras solucdes de preservacdo sem agentes oncoticos como Celsior e
HTK (Custodiol) e outros com pEG como agente oncético, como a solucdo do
Instituto Georges Lopez (IGL-1) e Conservacéo de Tecidos e Orgédos Solucéo
(SCOT) (BEJAOUI et al., 2015).

Olschewski et al. (2008) apontam que a solucéo histidina-triptofano-
cetoglutarato (HTK) apresenta cerca de um terco da viscosidade da UW e
gue o0 uso combinado de ambas solucbes a 4°C apresenta resultado superior,
na manutencdo da microcirculacdo hepéatica, se comparado com uso

individual de cada uma das solucgdes.

A busca por uma solucdo de preservagcao que seja mais barata e
tdo eficaz quanto a UW, tem sido desejada e, apesar das novas solucdes, a
composicao ideal ainda nao foi atingida. Atualmente, a solugcdo UW ¢é ainda a
solucdo de preservacdo mais usada no mundo, no transplante hepatico (JIA
et al., 2015).

2.5 PRESERVACAO DINAMICA

A maquina de perfusédo (MP) consiste em criar um fluxo de
recirculacdo controlada de solucdo de preservacdo atraves do 6rgdo usando
uma bomba. Esta perfusdo permite uma melhor penetracdo da solucdo de
conservacdo, uma lavagem completa do sangue e equilibrio do intersticio
com o meio perfusado, fornecimento de oxigénio e nutrientes (se o perfusado

€ oxigenado) e remocdo de metabdlitos téxicos (quando o perfusado é
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renovado ou filtrado). Além disso, permite monitoramento em tempo real do
desempenho funcional e bioquimico do enxerto e fornecimento de suporte
metabdlico durante a preservacao (TAYLOR; BAICU, 2010).

O termo ‘maquina de perfusdo’ é bem amplo, evolvendo um
espectro de técnicas que tém o mecanismo de perfusdo como seu
denominador comum. A configuracdo das maquinas de perfusdo depende
essencialmente de trés parametros: a duracao de aplicacéo; a temperatura
da perfuséo; e a presséo de perfusdo (WEEDER; VAN RIJN; PORTE, 2015).

As méaquinas de perfusdo mostram-se estatisticamente superiores
em relacdo ao armazenamento frio estatico na manutencao da viabilidade dos
enxertos. Ademais, durante o processo de perfusdo com uso da maquina de
perfusdo, é possivel avaliar a viabilidade do 6rgdo por meio de diversos
parametros (alanina transferase (ALT), amino-aspartato transferase (AST),
lactato desidrogenase e B-galactosidase, glutationa-S-transferase, glutamato
desidrogenase, acido hialurénico, glutationa hepatica, alanina e histidina,
mensuracdo de resisténcia vascular hepéatica) (NEBRIG; NEUHAUS;
PASCHER, 2014).

Diferentemente do rim, o protocolo de MP para o figado é
determinado principalmente pela temperatura de preservacao: hipotérmica
(HMP) a 4°C, normotérmica (NMP) a 37°C e subnormotérmica (SNMP) a 20°C
— 25°C. Além disso, varios fluxos e pressdes (pulsateis ou nao), perfusado
simples ou dupla (artéria hepéatica e veia porta), oxigenagdo ou nao
oxigenacado e diferentes composicdes de solucdo de MP foram testados em
varios modelos experimentais de enxerto hepatico (BALFOUSSIA et al.,
2012).

A maquina de perfusdo hipotérmica (HMP) foi incialmente proposta
por Belzer no inicio da década de 1960. A HMP reduz significativamente a
expressdo de marcadores de IRI, todavia, ainda se observam danos

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

A maquina de perfusdo normotérmica (NMP) € um tipo de méaquina

de perfusdo que fornece oxigénio e outros substratos metabdlicos sob
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condi¢cBes normotérmicas (entre 36 e 37,5°C) (JIA et al., 2015).

A NMP evita isquemia fria, mantém a funcdo hepética, monitora a
funcdo do enxerto em tempo real pelo fluxo de producao da bile, permitindo,
assim, uma grande viabilidade clinica (OP DEN DRIES et al., 2013).

A utilizacdo das maquinas de perfusdo ainda estd em fase

investigativa para o transplante de figado em humanos.

2.6 INJURIA POR ISQUEMIA FRIA

A lesado isquémica pode ocorrer em qualquer fase do transplante e
estd diretamente relacionada ao tempo de isquemia fria e é reconhecida
como importante causa de morbidade e mortalidade (GIOVANARDI, 2006).

Nesse contexto, a lesdo hepética de isquemia e reperfusdo pode
ser decorrente de uma das trés 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 infusdo de solucdo de preservacao
gelada, e consequente perda do suprimento sanguineo para o enxerto, até o
momento em que o 6rgdo é inserido na cavidade abdominal do receptor.
Durante esse periodo, o 6rgdo encontra-se perfundido com uma solucdo de
preservacdo e mantido em condi¢fes hipotérmicas para minimizar o dano

iIsquémico.

A acidez resultante da isquemia é inadequada para a cinética
normal das enzimas, privando a célula dos seus mecanismos para

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

O sofrimento da membrana plasmatica provoca alteracdes
eletroliticas consequentes a disfuncdo da bomba de Na-K, que,
acompanhadas da perda dos mecanismos de producdo de adenosina tri-
fosfatada (ATP) levam a perda da capacidade de sintese celular. O calcio

provoca disfuncdo da membrana mitocondrial e lesdo irreversivel. Ocorre
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autodlise secundéria a isquemia, com edema e extravasamento do conteltdo
dos lisossomos, enzimas e proteinas, vacuolizacdo do reticulo
endoplasmatico e descaracterizacdo da compartimentalizacdo celular. A
integridade das membranas é afetada e a célula morre (KHOLI et al, 1999;
ISHIGAMI et al, 2001).

Uma vez que a isquemia ndo resulte em lesdo irreversivel, induz
um estado pro-inflamatério, que aumenta a vulnerabilidade tecidual e
favorece lesdo adicional durante a reperfuséo (LI; BILLIAR, 1999).

Podemos perceber as alteragcdes morfolégicas decorrentes da

isquemia nas seguintes figuras:

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

Fonte: Acervo da autora.
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Figura 2 - Aspectos morfoldgicos do tecido hepéatico com alteracbes degenerativas.

Corpos acidoéfilos com nicleos picnoticos e citoplasma vacuolar. HE, 100x.

Fonte: Acervo da autora.

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

acidofilos com nucleos picnéticos. HE, 40x.

Fonte: Acervo da autora.
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Figura 4 - Aspectos morfoldgicos do tecido hepatico com alteragc8es degenerativas. Corpos

acidoéfilos com nucleos picnéticos e citoplasma vacuolar. HE, 100x.

Fonte: Acervo da autora.

2.7 SOLUCAO DE BELZER OU UW - SOLUCAO PADRAO

Em 1988, Belzer desenvolveu a solucdo de preservagdo mais usada
mundialmente, elevando o tempo de armazenamento do 6rgdo. O transplante
do figado passou de um procedimento de emergéncia para um semi-eletivo. A
solucdo permite um tempo de preservacdo do rim e péancreas de até 72
horas, e para o figado em torno de 24 horas (BELZER; SOUTHARD, 1988).

Conforme o laboratério Bristol-Myers, a composicdo do Viaspan®
(Belzer ou UW) é uma solucdo tipo intracelular com pouco soédio, rica em
potassio e moderada em magnésio (Bristol-Myers Squibb Company)

E estavel se conservada entre 2°C e 8°C por 12 meses. A
concentracdo de potassio é alta e a de sédio, calcio 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 protecao

antioxidante (BARROS, 2008)
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Gnaiger et al. (2000) em seu estudo comprovou as reacgdes de auto-
oxidacdo que ocorrem na solu¢cdo UW. A adenosina € incluida para facilitar a
regeneracdo de adenosina trifosfato (ATP) e insulina é adicionada para

estimular a glicolise.

A presenca de dexametasona nesta solucdo € importante para
estabilizar a membrana lisossomal e a penicilina combate o crescimento
bacteriano (LEMASTERS; BUNZENDAHL; THURMAN, 2001).

Quadro 1 — Composicado da solucédo ViaSpan®.

: Concentracéo
Componentes Quantidade/1.000ML
(mmol/l)
Adenina (base livre) 0,68¢g 5
Cloreto de calcio (di-hidratado) 0,068g 0,5
Dextrose (+) 1,809 10
Glutationa (reduzida) 0,92¢g 3
HEPES (acido livre) 2,389 10
Amido hidroxietilico 50,09 N/A
Gluconato de magnésio (anidro) 1,139 5
Manitol 5,49 30
Fosfato de potassio (monobasico) 3,49 25
Ribose, D(-) 0,75¢g 5
Gluconato de sédio 17,45¢g 80
Hidréxito de sdodio 0,709 N/A
Agua esterilizada para injecao Para um volume de 1000ml N/A

Fonte: Meine (2005).

A Solucdo de preservacdo estatica 1 (SPS-1), é uma solucado de
preservacdo estatica para o armazenamento hipotérmico de d&rgaos
transplantados e é recomendada para uso em rins, pancreas e figado. A
solucdo é idéntica em composi¢cdao a solucdo da Universidade de Wisconsin
(ViaSpan®), que é considerada pelos cirurgibes em todo o mundo como a
solucdo de preservacado padrdo ouro. A equivaléncia entre as solu¢gbes SPS-1
e UW é reconhecida pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos da América. Em 2008, a agéncia reguladora FDA declarou a SPS-1
como “substancialmente equivalente® a ViaSpan®, o0 que significa

equivaléncia em seguranca e eficacia (Organ Recovery Systems).
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Beneficios adicionais do SPS-1 sdo baseados em melhorias na

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

para a solucdo que permitem o uso sem um filtro de transfusdo de sangue

Pall e armazenamento em temperatura ambiente ndo refrigerado por até 2

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

forneceu mais de 125.000 Litros de SPS-1 para o0s principais centros de

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

nesse trabalho.

Quadro 2 — Comparacgdo entre os constituintes das solu¢des UW e ViaSpan®.

Solugao de Armazenamento Frio Belzer
INGREDIENTE G/L
Hidroxietilamido (pentafragéo) 50,0
Acido lactobidnico (como lactona) 35,83
Dihidrogenofosfato de potassio 3,4
Heptaidrato de sulfato de magnésio 1,23
Penta-hidrato de rafinose 17,83
Adenosina 1,34
Alopurinol 0,136
Glutationa Total 0,922
Hidroxido de Potassio* 5,61

uwe
MMOL/L
N/D
105
25
S
30
5
1
3
100

Hidroxido de sodio/acido cloridrico (ajuste para pH 7,4)

Agua para injecdo gs

Fonte: Organ Recovery System.

Tabela 1 — Constituicdo da solucao SPS-1.

Componentes

Hidroxietilamido

Acido Lactobidnico (como Lactona)
Fosfato de Potdssio monobasico
Sulfato de Magnésio hepta-hidratado
Rafinose Penta-hidratada
Adenosina

Alopurinol

Glutationa (forma reduzida)
Hidroxido de Potassio

Hidroxido de Saédio / Acido Cloridrico
Agua estéril para Injecédo

Fonte: Elaborado pela autora.

VIASPAN®
INGREDIENTE G/L MMOL/L
Hidroxietilamido (pentafragao) 50,0 N/D
Acido lactobidnico (como lactona) 35,83 105
Dihidrogenofosfato de potassio 3,4 25
Heptaidrato de sulfato de magnésio 1,23 5
Penta-hidrato de rafinose 17,83 30
Adenosina 1,34 5
Alopurinol 0,136 1
Glutationa Total 0,922 3
Hidréxido de Potassio* 14,5 100

Hidroxido de sodio/acido cloridrico (ajuste para pH 7,4)

Agua para injecao gs

Quantidade/1000mL

50.0 g

35.83 g
3.49¢

1.23 g

17.83 g

1.34 ¢

0.136 g
0.922 g
5.61¢9

Ajuste para pH 7.4
Para 1000mL Volume
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2.8 AGUA DE COCO

A agua de coco é proveniente do fruto do coqueiro (Cocos nucifera
L.), considerado uma cultura perene, produzindo continuamente por 60 até 70
anos. A agua de coco armazena reservas nutritivas que serdo utilizadas
naturalmente como mecanismo de sobrevivéncia da espécie, na nutricdo do
embrido, quando da germinacdo das sementes ou da plantula, durante

periodos de eventuais estresses ambientais (ARAGAO, 2005).

Corresponde a aproximadamente 25% do peso do fruto e a
guantidade de agua varia de 300 a 600 mL/coco. Glicose e frutose sdo os
aclcares predominantes nos frutos jovens, enquanto a sacarose € 0 acgucar
mais abundante nos frutos maduros (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).

Os maiores constituintes quimicos da &gua de coco sao os
acucares e minerais que conferem o sabor agradavel a 4gua e a tornam uma
bebida isoténica natural. Em média, a agua de coco apresenta a seguinte
composicao: sacarose (280 mg/100 mL agua de coco); frutose (2.400 mg/100
mL); glicose (2.378 mg/100 mL); céalcio (17,10 mg/100 g); fésforo (7,40
mg/100 g); s6dio (7,05 mg/100 g); magnésio (4,77 mg/100 g) e potassio
(156,86 mg/100 g) (ALEIXO et al., 2000; ROSA; ABREU, 2000).

Conhecida como “a arvore da vida” o coqueiro € uma das plantas
mais Uteis do mundo. Devido as suas propriedades nutricionais e aspectos
bioquimicos, a agua de coco vem sendo testada em varios segmentos na
area de biotecnologia (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).

Existem numerosas referéncias para usos medicinais de coco no Sri
Lanka, um pais onde o coco é consumido em uma base diaria (EDIRIWEERA,
2003).

Em caso de emergéncia em regides remotas do mundo e durante a
Segunda Guerra Mundial, ha relatos do uso de agua de coco como fluido de
ressucitacdo volémica e reidratacdo a curto prazo (CAMPBELL-FALCK, 2000;
PUMMER et al., 2001).
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Com os avancos cientificos, muitos trabalhos tém estudado os
beneficios da é&gua de coco, principalmente nas areas de pesquisa

relacionadas a saude.

Segundo Prades et al. (2012), a agua de coco pode agir como meio
de crescimento de microorganismos, especialmente “nata de coco” bacterium;
além de agir também como meio indutor para divisdo celular de células

maduras.

Outras propriedades promissoras da agua de coco € a sua
capacidade bactericida, a qual tem sua base bioquimica decorrente da
presenca de trés peptideos chamados Cn-AMPs. Essa descoberta podera
fomentar pesquisas com o uso da agua de coco na formulacdo de novos

antibioéticos.

Existem outros estudos com &gua de coco, sugerindo propriedades
antineoplasicas e neuroprotetoras, entretanto, ainda ndo comprovou quais as
substancias responsaveis por essas propriedades e nenhum autor explicou

as caracteristicas inerentes a planta utilizada e quais as condi¢cfes do
processamento (PRADES et al., 2012)

No meio cientifico, a dgua de coco foi reconhecida como produto
alternativo para conservacao de tecidos. No inicio da década de 80, j& se
pesquisava seu uso como conservante natural durante os experimentos com

sémen e embrides de ovinos e caprinos (NUNES, 1986).

A demonstracdo da eficacia da agua de coco como meio de
preservacdo tem sido corroborada em varios estudos. A agua de coco foi
avaliada como meio conservante de coérneas de coelhos, e observou-se que
ndo houve alteracdo estrutural expressiva em relacdo as corneas
conservadas no Optisol®, produto padrdo vendido comercialmente
(NOGUEIRA; VASCONCELOS, 2000).

Foi utilizada também com sucesso nha preservacdo de odcitos de
murinos e na cultura de embrifes, na cultura e preservacao de foliculos preé-
antrais de caprinos in vitro (BLUME et al., 1997; SILVA et al., 2000; 2004,
ANDRADE et al., 2002).
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O avango na quantidade e diversidade de pesquisas utilizando a

dgua de coco demonstrou a necessidade de padronizar este produto,

fundamentando assim de forma mais clara as suas propriedades benéficas e

reduzindo os vieses relacionados a conservacdo. Esse procedimento foi

alcancado com sucesso em 2002, com o processamento do liquido e
transformacdo em pé (SALGUEIRO; NUNES, 2012).

O processamento manteve as propriedades fisicas, quimicas e

biol6gicas do produto, bem como seu uso em varios estudos continuou

demonstrando a sua eficacia. Muitos trabalhos solidificam o uso da agua de
coco em po6 na reproducdo animal (NUNES; SALGUEIRO, 1999; SILVA et al.,
2009; SALGUEIRO; NUNES, 2012).

Quadro 3 - Composicao bioquimica da d&gua de coco em p6 ACP poro 100g.

Calorias (Kcal)
Calorias (kJ)

Calorias de Carboidratos (kcal)

Carboidrato, por diferenca (g)

Frutose (g)

Galactose (Q)

Glicose (g)

Proteina (g)

Gorduras totais (g)
Gorduras saturadas (g)
Gorduras monisaturadas (g)
Gorduras poli saturadas (g)
Gorduras Trans
Colesterol (mg)

Fibra, total alimentar (g)
Fibra (g)

Fibra Alimentar Insolavel (g)
Fibra Alimentar Solavel (g)
Umidade (g)

Cinzas (9)

Sélidos Totais (Q)
MINERAIS

Sédio, Na (mg)

Calcio, Ca (mg)

378
1.585
372

93,00
50,02
0,00
34,97
0,90
0,300
0,000
0,000
0,000
0
0,00
4,30
4,10
0,20
3,00
1,30
97,01

105,000
39,000

VITAMINAS

Vitamina B1 (mg), tiamina
Vitamina B3 (mg), nianina (4cido
nicotinico e vitamina PP
Vitamina B5 (mg) acido pantoténico
Vitamina B12 (mcg) cobalamina
Acido Foélico (mcg)

Vitamina C (mg), acido ascorbico
Vitamina D (mcg), calciferol
Biotina

AMINOACIDOS

Acido Aspartico (mg)

Acido Glutaminico (mg)

Alanina (mg)

Arginina (mg)

Cistina (mg)

Fenilalanina (mg)

Glicina (mg)

Glutamina (mg)

Histidina (mg)

Isoleucina (mgq)

Leucina (mg)

Lisina (mg)

Metionina (mg)

Prolina (mg)

0,17

0,12
6,51
0,22
312,00
26,80
1,50
8,03

0,70
172,00
38,60
126,00
14,80
38,00
36,40
172,00
17,80
29,30
54,20
33,10
14,00
32,00
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Ferro, Fe (mg) 0,300 Serina 39,00
Fésforo, P (mg) 45,200 Tirosina (mg) 24,00
Magnésio, Mg (mg) 25,000 Treonina (mg) 28,20
Manganés, Mn (mg) 1,100 Triptofano (mg) 8,40
Potassio, K (mg) 250,000 Valina (mg) 48,00
Osmoralidade (mOsm/Kg H,0;
10g em 100ml 210
Grau de saturacao em agua g/ml 0,8

Fonte: ACP Biotecnologia (2017).

Nesse contexto, a agua de coco se constitui em um dos mais
promissores produtos biotecnolégicos atualmente estudados na conservacao
de drgaos e tecidos. Deste modo, a necessidade de encontrar uma solucéo
de preservacdo equivalente em qualidade as solucdes padrdes vigentes mais
utilizados clinicamente, economicamente viavel, de amplo acesso e facil

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

3.1 GERAL

Analisar a preservacdo morfolégica de figado de coelho apds
perfusdo com solucédo hipotérmica a base de dgua de coco em po.

3.1 ESPECIFICOS

(a) Avaliar a qualidade da preservacdo hepética estatica em
solucdo a base de agua de coco em po, através da analise de lesdes de

isquemia em até 18 horas de isquemia.

(b) Comparar a qualidade de preservacao entre a solucdo ACP e a
solucdo UW de preservacdo hepatica para transplantes, através da analise

morfolégica até 18h de isquemia.

(c) Gerar patente para a solucdo de ACP como solugcado de

preservacao hepéatica viavel.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendacfes das
Normas Internacionais para Protecdo Animal e do Cdédigo Brasileiro de
Experimentacdo Animal (1988), “Principios Eticos na Experimentacéo
Animal”, segundo a Lei Federal n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, tendo
sido aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
para Desenvolvimento da Educacédo (IPADE) do Centro Universitario Christus
(UNICHRISTUS) sob o Protocolo 027/15, conforme documento anexo
(ANEXO A).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
do Sémen no Nucleo Integrado de Bioteconologia (NIBE) da Universidade
Estadual do Ceara (UECE).

4.1 OS MODELOS ANIMAIS

Foram utilizados 10 (dez) Coelhos Nova Zelandia Brancos, do sexo
masculino, provenientes do Departamento de Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agréarias (CCA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), com uma
média de 120 dias de vida e pesando em média 1.200 g, mantidos em
gaiolas, com ingestéo livre de agua e racdo padronizada para coelhos. Nas
12 horas que antecedem o experimento, 0s animais foram mantidos em jejum

alimentar, com ingestdo de agua ad libitum.

4.2 AS SOLUCOES

A solucdo padréo utilizada no estudo foi a Static Preservation
Solution (SPS-1) (Organ Recovery Systems - EUA) que tem a mesma
composi¢cao da solugcdo da Universidade Wisconsin (UW). Foi utilizada a

apresentacdo em bolsa plastica de 1 (um) litro, resfriada a 4° C.

A 4gua de coco em p6 (ACP) utilizada foi a ACP-405 (pH 7,4; 318
mOsm/L), cuja composicdo esta representada no Quadro 4. O meio ACP-405

foi ressuspendido em agua Milli-Q e procedida a esterilizacdo fisica através
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de filtro millipore (Microlab Scientific, China) de 0,22 micrémetros. A solucéo

decorrente deste processo ficou armazenada em frascos plasticos estéreis,

resfriados a 4° C. A composicdo da solucao é ilustrada no Quadro 2.

Quadro 4 — Composicdo ACP-405.

378 265
1585 1110
372 260
3 2
4 3
93,00 65,10
88,70 62,09
0,00 0,00
50,02 35,01
0,00 0,00
34,97 24,48
0,00 0,00
0,00 0,00
3,00 2,10
0,00 0,00
0,90 0,63
0,300 0,210
0,000 0,000
0,000 0,000
0 0,00
0,00 0,00
4,30 3,01
4,10 2,87
0,20 0,14
0,2 (Ac. Acético)
3,00 3,00
97,01 67,91
105,000 73,500
39,000 27,300
0,300 0,210
0,000 0,000
45,200 31,640

0,2 (Ac. Acético)



25,000
1,100
250,000
0,000
0,000

0,000
0,000

0,00
0,17
0,00
0,12

6,51
0,00
0,22
312,00
26,80
1,50
0,00
8,03

0,700000
172,000000
38,600000
126,000000
14,800000
38,000000
36,400000
172,000000
17,800000
29,300000
54,200000
33,100000
14,000000

17,500
0,770
175,000
0,000
0,000

0,000
0,000

0,00
0,12
0,00
0,08

4,56
0,00
0,15
218,40
18,76
1,05
0,00
5,62

0,49000
120,40000
27,02000
88,20000
10,36000
26,60000
25,48000
120,40000
12,46000
20,51000
37,94000
23,17000
9,80000



Prolina (mg)

Serina (mg)

Tirosina (mg)

Treonina (mg)

Triptofano (mg)

Valina (mg)

REGULADORES DE pH
Glicina (g)

Citrato de sédio (g)

Fosfato de s6dio dibasico (g)

pH
Osmolaridade (mOsm/Kg H20)
Fonte: ACP Biotecnologia (2017).

32,000000
39,000000
24,000000
28,200000

8,400000
48,000000

22,40000
27,30000
16,80000
19,74000

5,88000
33,60000

0,31
0,56
0,06

7,4
318
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Ambas as solugdes permaneceram resfriadas até o momento da

utilizacdo, quando eram entdo conectadas a um equipo de macro-gotas

(Descarpack, Séo Paulo) para a respectiva perfusao.

Figura 5 — Distribuicdo dos animais conforme solu¢céo de preservacédo avaliada.
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SOLUCAD $P5-1

4

| COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO HEPATICO |

1ACFFO
1ACFFG
1ACPF12
1ACPF18

IACPFO
IACPFE
IACPF12
IACPF1R

AMCFFD
AACPFE
AACPF12
AACPF1E

SACPFO
SACPFG
LACPF12
SACPF1R

JACRFD
2ACPFG
2ACPF12
JACPFLE

1BFD
1BF6
1BF12
1BF18

L

2BFD
2BFG
2BF12
2BF18

ABFD | 4BFO
JBFe | 4BFE
3BF12| 4BF12
IBF18| 4BF18

5B

Fonte: Elaborada pela pesquisadora.
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4.3 O PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com uretana (MP Biomedicals,
EUA) na dose 1.200 mg/kg por via intraperitoneal e, ap0s trinta minutos, com
pentobarbital sédico (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo) na dose 40 mg/kg, por via
intramuscular. Apés o animal encontrar-se anestesiado, procedeu-se a
tricotomia da parede abdominal, seguida de antissepsia com solucdo de
Digliconato de Clorexidina 1% - 10 mg/mL (Rioquimica, Sdo José do Rio

Preto, Sao Paulo).

Realizou-se incisdo mediana do apéndice xiféide até a regido
hipogastrica, disseccao por planos até a cavidade peritoneal. Realizou-se a
inspecdo dos oOrgdos abdominais. Apés, procedeu-se ao rebatimento das
alcas intestinais, de modo a permitir a exposicdo da veia cava inferior, da
aorta abdominal e de suas ramificacdes e da veia porta. A aorta abdominal e
a veia cava inferior foram dissecadas até proximo a bexiga, realizando-se a
ligadura dos vasos colaterais e o reparo de cada vaso com fios de algodéo
2.0. A veia mesentérica superior foi dissecada e reparada, bem como a aorta
infradiafragmatica. A perfusdo através da veia mesentérica superior foi

realizada para preservacao do figado.

Seguem fotografias para ilustrar a disseccao dos vasos:



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.



Fonte:

Figura 8 - Aorta infradiafragmatica (seta amarela).

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

Superior (seta branca), procedimento padréo para perfusédo de multiplos 6rgéaos.

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Concluida a disseccdo e isolamento das estruturas vasculares,
foram administradas 100 Ul de heparina sédica 5000 Ul/mL (Cristalia, Itapira,
Sao Paulo) através da veia cava inferior. Procedeu-se, entdo, a ligadura da
aorta, distal ao ponto de canulagdo, com colocacdo da canula para perfusao
(sonda Nelaton 6 Fr) na aorta abdominal e na veia mesentérica superior até a
veia porta. As canulas foram previamente preenchidas com o respectivo
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liguido de perfusdo armazenados em frasco (ACP) ou em bolsa (SPS-1),
conectadas a equipos de macro-gotas (Descarpack, Sdo Paulo).

Ap6s a adequada canulacdo dos vasos, foi realizado o
clampeamento da aorta infradiafragmatica e da veia cava inferior, liberacéo
da entrada da solucdo de preservacédo infundidas pela acdo da gravidade na
altura de 100 (cem) cm da mesa cirurgica e o concomitante resfriamento da
cavidade com gelo picado. Esta manobra permite o inicio da perfusdo com
isquemia zero, ja que ndo ha interrupcéo do fluxo dentro dos 6rgaos.

A veia cava supra-hepatica e justa iliaca foram seccionadas para o
extravasamento da solucdo perfundida. O momento do clampeamento
vascular e inicio da perfusdo foi considerado o tempo 0 (zero) h. Apds um
tempo médio de 10 (dez) minutos de perfusédo, 100 (cem) mililitros de solucéo

perfundiram os 6rgdos por cada canula.

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 solucdo a base de ACP a temperatura padrdao de 4°C (Grupo
ACP).

Apés a perfusdo dos orgaos e o resfriamento da cavidade animal,
foi feita a hepatectomia. Os figados foram levados a bancada e submetidos a
seccdo longitudinal com lamina de bisturi n°® 22, sendo acondicionados em
frascos plasticos identificados como descrito a seguir: um fragmento hepatico
nomeado tempo 0 horas (zero) foi colocado em frasco com formaldeido
tamponado a 10% (Quimesp, Guarulhos, S&o Paulo). Outros 3 (trés)
fragmentos foram acondicionados em 3 (trés) frascos contendo a solucédo de
preservacao testada, resfriada a 4°C e subsequentemente colocados no
formaldeido 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:



44

Tabela 2 — Catalogacao das amostras conforme numeracédo do animal e tempo de

andlise de isquemia fria na solucdo SPS-1.

Tempo de isquemia fria para andlise (horas)

ANIMAL 0 6 12 18
1BFO 1BF6 1BF12 1BF18
2 2BFO 2BF6 2BF12 2BF18
3 3BFO 3BF6 3BF12 3BF18
4 4BFO 4BF6 4BF12 4BF18
5 5BFO 5BF6 5BF12 5BF18

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 — Catalogacao das amostras conforme numeracdo do animal e tempo de
analise de isquemia fria na solucdo ACP.

Tempo de isquemia fria para analise (horas)

ANIMAL 0 6 12 18
1 1ACPFO 1ACPF6 1ACPF12 1ACPF18
2 2ACPFO 2ACPF6 2ACPF12 2ACPF18
3 3ACPFO 3ACPF6 3ACPF12 3ACPF18
4 4ACPFO 4ACPF6 4ACPF12 4ACPF18
5 5ACPFO 5ACPF6 SACPF12 5ACPF18

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Foram realizadas seccdes de 4 um das amostras preservadas em
blocos de parafina para confeccdo de l|aminas histolégicas. As laminas
coradas em HE foram avaliadas qualitativamente pela descricdo do
patologista com experiéncia em transplantes de forma cega. Toda a seccao

do tecido foi analisada sob microscopia 6ptica (Nikon E 200; Tokyo, Japan)

Como forma de quantificacdo de lesdo histologica foi utilizado o
metodo para quantificacdo do escore previamente realizado por Suzuki et al.
(1993).

A descricdo qualitativa procurou avaliar a viabilidade dos
hepatécitos observando-se os seguintes itens para detectar sinais indicativos
de lesdo tecidual ou celular: 1- Preservacdo dos Iébulos hepaticos
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(ordenacdo e integridade dos cordfes celulares em relacdo a veia centro
lobular). 2- Avaliagdo da integridade da veia centrolobular (VCL). 3-
Avaliacédo da integridade do espaco porta (EP). 4- Avaliacdo da congestao ou
dilatacdo dos capilares sinusoéides hepaticos. 5- Sinais de extravasamento de
heméacias nos sinusdides hepaticos. 6- Integridade dos nucleos dos
hepatocitos (tamanho, coloracdo e fragmentacdo) 7- Integridade da
membrana celular e estrutura dos hepatocitos. 8- Avaliacdo da infiltracao

gordurosa no citoplasma das células (inclus6es de gorduras).

A intensidade de lesdo morfoldgica foi quantificada como se segue:

Congestéo

0- Ausente

1- Minima (< 5%)
2-Leve (5 a 30%)

3- Moderada (30 a 60%)
4- Grave (> 60%)

Vacuolizacao citoplasmatica

0- Ausente

1- Minima (<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
extensao das lesdes, formaram um escore global que pode variar de 0 a 12.

O escore global foi entdo escalonado da seguinte forma:

Escore global:

0- Ausente
1-4: Leve
5-8: Moderada

9-12: grave

A graduacao dos sinais indicativos de lesdes (ausentes, leves,
moderados e acentuados) foi estabelecida de acordo com critérios pré-
estabelecidos no projeto-piloto, devido a auséncia na literatura de

graduacfes padronizadas so6 para lesédo de isquemia (SUZUKI et al, 1993).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica do comportamento da variavel soma entre
os dois tipos de solucao utilizada no estudo, solucdo a base de dgua de coco
(ACP) e solucdo SPS-1, foi verificada a priori, a normalidade dos dados, por
meio do teste de Shapiro-Wilk, e ap6s a negativa desta, foi realizado o teste
de Mann-Whitney em cada um dos tempos. Na comparacao entre 0s tempos
foi utilizado o teste Friedman. As analises foram realizadas utilizando o

Software R 3.3.1. Adotou-se um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os primeiros cinco animais foram perfundidos com a solucao
padrdo SPS-1. A segunda fase do experimento foi realizada com a perfusao
da solucdo a base de ACP reconstituida poucas horas antes do inicio das
cirurgias e estavam em descongelamento, previamente conservadas a 4°C,
no momento em que foram utilizadas. Apdés analise histoldgica, ilustrada nas

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

5.1 ANALISE NO TEMPO “ZERO”

No tempo O h, ou seja, pouco tempo apdés o clampeameto da
circulacdo intracorpérea, teoricamente, teriamos o menor grau de lesédo
celular. As amostras em geral seguiram essa tendéncia. Na analise das
amostras preservadas em solucdo SPS-1, as amostras 1 e 2 demonstraram
auséncia de lesdo (escore final 0 e 0, respectivamente), enquanto as
amostras 3 e 5 apresentaram apenas alteracado leve (1 e 1, respectivamente).
Porém, na avaliacdo histopatolégica do animal 4 (amostra 4) podemos
perceber um resultado pior ja no tempo Oh, escore 4, mas ainda

caracterizando uma leséao leve.

Para o mesmo tempo, a avaliacdo das amostras preservadas em
solucdo ACP reconstituida demonstrou os seguintes resultados. A amostra 1
ndo apresentou qualquer sinal de lesdo isquémica. Nesse mesmo tempo, as
amostras 2, 3, 4 e 5 apresentaram algumas alteracfes leves. Na amostra 2,
foi evidenciado presenca de vacuolizacéo totalizando um escore 3, graduado
como alteracdo leve. Nas amostras 3, 4 e 5, foram encontradas somente
lesbes compativeis com necrose perfazendo o escore 1, grau leve. Ver

comparacéao no grafico 1.
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Grafico 1 - Comparacao no tempo “zero” entre os escores histopatolégicos finais nas
solucdes ACP e SPS-1.
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

5.2 ANALISE NO TEMPO 6 HORAS (h)

Em solugcdo SPS-1, as amostras 1, 3 e 4 permaneceram com O
mesmo escore final do tempo Oh (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 solugdo ACP reconstituida, na amostra 1 houve mudanca do
escore final para 1, com o aparecimento de vacuolizacdo. A amostra 2
permaneceu com a mesma pontuacdo. Ja as amostras 3, 4 e 5 tiveram seu
escores modificados, perfazendo somatorio de 3 ( vacuolizacdo -1/necrose -

2), grau leve. Ver comparacédo no grafico 2.
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Gréafico 2 - Comparacédo no tempo 6h entre os escores histopatolégicos finais nas
solucdes ACP e SPS-1.
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

5.3 ANALISE NO TEMPO 12H

Na solugcdo SPS-1, as amostras 2 e 4 apresentaram novamente
alteracbes em seus escores finais: amostra 2 com somatério 2
(permanecendo como grau de leséo leve) e a amostra 4 com somatério 5. Na
amostra 4, a mudanca do escore final também representou uma
reclassificacdo da gradacédo da lesdo, de leve para moderada. As amostras
1, 3 e 5 continuaram com a mesma pontuac¢do, continuando com grau de

injaria caracterizado como leve.

Na solucdo ACP, as amostras 1 e 5 permaneceram com mesma
pontuacao do tempo 6h (escore 1 e 3, respectivamente), sendo classificada a
injaria como leve. As amostras 2 e 4 apresentaram reducdo dos seus
respectivos escores para 2. Na amostra 2 houve reducdo da pontuacdo na
avaliacdo de vacuolizacdo, enquanto na amostra 4 houve reducdo na
avaliacdo de necrose. A amostra 3 apresentou aumento do somatorio final
para 4, com aumento da presenca de vacuolizagdo, mas ainda configurando

lesdo leve.
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Grafico 3 - Comparacao no tempo 12h entre os escores histopatolégicos finais nas
solucdes ACP e SPS-1.
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

5.4 ANALISE DO TEMPO 18H

Na ultima fase da avaliacdo, tempo 18h, em solucdo SPS-1, apenas
as amostras 1 e 4 apresentaram mudanc¢as na pontuacgao final. A amostra 1
foi de 0 para 2, no somatério, porém isso significou apenas grau leve de
lesdo, enquanto a amostra 4 aumentou ainda mais seu escore final para 6,
entretanto permaneceu como lesdo de grau moderado. As outras amostras
(2, 3 e 5) permaneceram com o0s escores finais semelhantes, sendo
classificadas como lesdo de grau leve (2,1 e 2 respectivamente), em

concluséao.

Na avaliacdo das amostras preservadas em solugcdo ACP
reconstituida, as amostras 1 e 2 apresentaram mudanc¢as do escore global
para 3 e 5, respectivamente, configurando graus de lesdo leve e moderado
(houve aumento do grau de vacuolizacdo nas duas amostras e o0
aparecimento de necrose). As amostras 4 e 5 também evoluiram com
aumento dos seus escores globais para 4 e 5, configurando gradacéo final de
injaria como leve e moderada, respectivamente. Na amostra 4, houve
aumento do grau de necrose; enquanto na amostra 5 ocorreu aumento da

vacuolizagdo. A amostra 3 permaneceu com a mesma pontuacdo do tempo
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12h (escore 4), ou seja, permanecendo com a classificacdo do grau de injaria

leve.

Grafico 4 - Comparacdo no tempo 18h entre os escores histopatolégicos finais nas
solucbes ACP e SPS-1.
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

Nos quadros 5 e 6 encontramos a caracterizacdo evolutiva da
andlise morfolégica nos respectivos tempos, agrupadas por grupo padréo
(solucdo SPS-1) e grupo de teste (solucdo ACP reconstituida).



Quadro 5 — Anélise morfolégica e classificacdo do grau de injliria das amostras

preservadas em solucao ACP reconstituida conforme tempo.

Amostras Congestdo Vacuolizacdo Necrose Soma Grau de leséo
1ACPFO 0 0 0 0 Ausente
1ACPF6 0 1 0 1 Leve
1ACPF12 0 1 0 1 Leve
1ACPF18 0 2 1 3 Leve
2ACPFO 0 3 0 3 Leve
2ACPF6 0 3 0 3 Leve

2ACPF12 0 2 0 2 Leve

2ACPF18 0 3 2 5 Moderada
3ACPFO 0 0 1 1 Leve
3ACPF6 0 1 2 3 Leve
3ACPF12 0 2 2 4 Leve
3ACPF18 0 2 2 4 Leve
4ACPFO 0 0 1 1 Leve
4ACPF6 0 1 2 3 Leve
4ACPF12 0 1 1 2 Leve
4ACPF18 0 1 2 3 Leve
5ACPFO 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.



Quadro 6 — Anélise morfolégica e classificacdo do grau de injaria das amostras

preservadas em solugdo SPS-1 reconstituida conforme tempo.

Amostras Congestéao

1BFO
1BF6
1BF12
1BF18
2BFO
2BF6
2BF12
2BF18
3BFO
3BF6
3BF12
3BF18
4BFO
4BF6
4BF12
4BF18
5BFO
5BF6
5BF12
5BF18

0

O O O P OO OO OO OO o o o o o o

o

Vacuolizagéo
0

N NN R, AMADMDMDNMNRPEPRP PR R PP PR OOOO

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Necrose

o

O O O O P P OO OO0 OO0 Fr B OO N O O

Soma

o

N NN PFP OO MDD PFP FP P P NMNPEPE ODNO O

Grau de Leséao
Ausente
Ausente
Ausente

Leve
Ausente
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Leve
Moderada
Moderada
Leve
Leve
Leve
Leve

Tabela 4 - Distribuicdo dos valores de Soma entre os tipos de solucao’

TEMPO (h)
0
6
12

18
b

p

GERAL
1(0-4)
3(0-4)
2(0-5)
3(1-6)
<0,01

Fonte: Elaborada pela pesquisadora.

ACP
1(0 - 3)
3(1-3)
2 (1-4)
4 (3 - 5)
0,014

SPS-1
1(0-4)
1(0-4)
2 (0 - 5)
2(1-6)
0,029

a

0,735
0,23

0,517
0,11

53

Obs.: Dados expressos em Mediana (Minimo — Maximo) a:Teste de Mann-Whitiney; b:

Teste de Friedman
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O teste Mann-Whitney nao indicou diferenca significativa entre os
valores de Soma da solugcdo AC e da B em nenhum dos tempos estudados.
Na analise da Soma ao decorrer do tempo, utilizou-se o teste Friedman,
detectando diferenca significativa entre os tempos no Geral, p <0,01, na
substancia AC, p = 0,014, e B, p = 0,029. Assim houve crescimento no valor

de Soma nas categorias investigadas neste estudo.

Gréafico 5 - Comportamento da Soma nas duas solu¢cdes em cada um dos tempos.

Solugao

AC
IB

95% IC Soma

TEMPO

Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

Conforme exposto, a média da soma é demonstrada nos pontos e
as barras s&@o os intervalos de confianca. E possivel perceber que entre as
solucdes ACP e a SPS-1, ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre as solugdes.
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6 DISCUSSAO

O transplante de figado, atualmente, € o Unico tratamento curativo
para pacientes portadores de hepatopatia crénica terminal e faléncia hepatica
aguda. A sobrevida em 5 anos tem sido superior a 80% nos centros
transplantadores de referéncia. O progresso nos resultados obtidos com o
transplante de figado se deve ao refinamento das etapas envolvidas em todo
o0 processo de transplantacdo (técnicas cirurgicas, preservacdo do enxerto,
imunossupressao) (FEIERMAN, 2004; STEADMAN, 2004; MOORE et al.,
2005; STARZL, 2005).

O transplante hepético, por se tratar de um procedimento de alta
complexidade, possui ainda altas taxas de morbidade e mortalidade. Os
pacientes podem evoluir com disfuncdo primaria do enxerto, ndo funcéo do
enxerto, trombose de artéria hepatica, rejeicdo aguda, rejeicdo croénica,
recidiva da infeccdo do enxerto pelo virus B ou C, recidiva de neoplasias,
Obito intra-operatdrio por sangramento etc. Diversos fatores podem estar
associados as referidas complicacées e um dos mais relacionados é a injuria
hepatica decorrente do periodo de isquemia a qual o 6rgao foi submetido
(MONGE; FERNANDEZ-QUERO; NAVIA, 2002).

O dano hepatico induzido pela lesdo isquemial/reperfusdo € de
natureza complexa e multifatorial, além de n&o ser completamente
compreendido. O entendimento deste processo é de suma importancia ja que
o dano orgéanico ocorrido nesta fase tem relacdo direta com a viabilidade do
enxerto. As complicacdes associadas a essa injaria sdo o nao funcionamento
primario, a disfuncdo priméaria do enxerto e a colangiopatia (estenoses
biliares nao anastométicas) (LEMASTERS; BUNZENDAHL; THURMAN,
1995).

A disfuncéo primaria do enxerto se caracteriza por um conjunto de
alteracdes clinicas e laboratoriais transitérias representativas da ma funcéo
do enxerto hepéatico apds o transplante. O nao funcionamento priméario do
enxerto se manifesta como um evento mais grave, catastréfico, no qual

ocorrem necrose hepatica grave, réapida elevacdo das transaminases,



56

coagulopatia, elevacdo do lactato, instabilidade hemodinamica, hipoglicemia,
e faléncia respiratoria e renal. Contrariamente a disfuncdo primaria do
enxerto, na qual as manifestacdes sdo habitualmente transitérias e o figado
transplantado recupera a funcdo, no nao funcionamento primario ocorre a
perda do enxerto e existe uma demanda por retransplante de urgéncia
(POKORNY et al, 2000; UEMURA et al, 2007; NOVELLI et al, 2008).

Apesar do avanco nas técnicas do transplante, estas complicacfes
continuam ocupando espac¢o importante no contexto clinico. Dessa forma, a
reducdo da injuria isquémica possibilitaria o aumento na disponibilidade de
enxertos viaveis e melhores resultados pos-transplante, dada ainda a

escassez de 6rgdos para transplante.

Um dos fatores mais criticos para a manutencdo da viabilidade do
enxerto durante o periodo isquémico séo as solucfes de preservacdo. Desde
os trabalhos iniciais, o foco de aprimoramento esta nesse ponto, devido ao
fato de ser muito mais dificil intervir nos mecanismos relacionados a isquemia
quente/reperfusdo. A solucdo mais utilizada atualmente é a solucdo de Belzer
ou UW. Entretanto, ela ainda ndo é a ideal por apresentar custo elevado, alta
viscosidade, e nao impedir a disfuncdo primaria do enxerto. Durante o
procedimento de captacao, é realizada a perfusdo do enxerto com a solucao
de preservacdo (UPADHYA; STRASBERG, 2000).

De acordo com Segmeister et al. (2002), o custo do transplante
hepatico na Europa € menor do que nos Estados Unidos, porém, todos séo
bastante elevados: Suica: 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 variacdo de gravidade entre oS pacientes a serem

transplantados.

Williams, Vera e Evans (1987) demonstraram que o valor médio do
transplante hepatico foi de US$ 63.088, para pacientes estaveis, e de US$

143.591, para pacientes graves.

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

(captacdo e implante do enxerto) no Brasil foi de 21.582,90 ddélares no
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transplante cadavérico. Sendo o valor atual de 1 ddlar equivalente a 3,84
reais, a conversao monetaria 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 pais com recursos

limitados e graves problemas no ambito da saude publica.

Nesse ponto, além da necessidade de pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de novas técnicas com melhor desempenho, ha ainda a
motivacdo para a reducdo dos custos. As solucdes de preservacdo sao,
atualmente, um dos principais alvos nesse contexto. As principais solucdes
utilizadas no transplante hepatico sdo a solugcdo UW, HTK e Euro-Collins. A
média de valores para cada solucdo € respectivamente 282 délares, 211
délares e 40 dolares (UFRGS). Os valores de 1L de cada solucdo é bastante
variavel. A quantidade a ser utilizada é determinada conforme o peso do
doador, podendo variar entre 0.8L até 5L de solucado, durante a captacdo do
figado (ABTO livro). Dessa forma, durante o processo total a média de custo
com solucdo de preservacdo pode, utilizando a cotacdo de 1 délar = 3,84

reais, chegar a 5.414,40 reais.

Nessa perspectiva, a solucdo a base de agua de coco se
apresentou como um bioproduto promissor. A agua de coco é rica em
proteinas, aminoéacidos, carboidratos, vitaminas, minerais e horménios do
crescimento, cruciais para o crescimento tissular. Ademais, a literatura tem
evidenciado as propriedades diversas da dgua de coco relacionadas ao poder
nutricional (eletrélitos e minerais) e na interferéncia dessa na resposta

inflamatéria (DebMANDAL; MANDAL, 2011).

Varios estudos demonstram que a agua de coco verde (endosperma
da Cocos nucifera L.) pode ser usada com sucesso na preservacao dos
foliculos pré-antrais de caprinos e ovinos, sémen de ovelhas, porcos e
humanos. Além disso, a solugdo foi testada também como meio de
conservacgao e maturacao de oocitos imaturos de ovarios bovino e como meio
de cultura para embrides de camundongos e bovinos (COSTA et al., 2002;
SILVA et al., 2010; CESAR et al., 2015).
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A agua de coco modificada também foi avaliada comparativamente
a solucao de Belzer, solugcdo com composicao semelhante a utilizada nesse
estudo, para conservacdo de enxertos esplénicos, cutaneos e ovarianos de
ratos, demonstrando a capacidade de preservacdo dos respectivos tecidos

em agua de coco, bem como de sua funcdo (CESAR et al., 2015).

No presente estudo, foi utilizado um modelo animal de coelho para
comparar a preservacdo de figado usando solucdo 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 diferenca importante neste trabalho foi a realizacdo da
prefusdo do 6géao, técnica que diferiu das publicacdes mais recentes. Outro
aspecto a se considerar é a escassez de pesquisas avaliando
comparativamente a preservacdo hepatica com solucdo a base de agua de
coco. No nosso trabalho, avaliamos morfologicamente a validacdo do uso da

solucdo ACP como solucédo de preservacéao para tecido hepatico.

Ao compararmos o0s 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 classificacdo
guanto ao grau de injaria, as graduacdes seguiram a mesma tendéncia. Na
pontuacdao final, as amostras 2 e 5 do grupo teste apresentaram, ao final do
tempo 18h, escore 5, compativel com lesdo moderada; enquanto no grupo
controle a amostra 4 apresentou escore 6, também compativel com leséo
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 diferencas numeéricas absolutas, quando realizamos o
tratamento dos dados, nao foi observada diferenca estatisticamente
signitificante entre as soluc¢fes, independente do tempo de analise (zero, 6h,
12h e 18h). Ao realizarmos a analise morfoldgica qualitativa, a descri¢cdo dos
resultados também seguiu a mesma tendéncia da analise estatistica,

principalmente nas analises dos tempos 6h e 12h. Varios estudos tém
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demonstrado que o tempo de isquemia superior a dez horas esta diretamente
relacionado com um mau funcionamento do enxerto (HOYER et al, 2015;
NEVES et al, 2016).

Ao fazer a analise do tempo 12h, o que seria associado ao limite
critico de tempo para utilizacdo de um enxerto adequado, observamos
resultados interessantes. Nesse ponto, percebemos uma semelhanca dos
escores entre os grupos teste e controle. A comparagdo entre 0S grupos
encontra-se no gréafico abaixo (gréafico 6):

Grafico 6 — Comparacao dos escores histopatoldgicos em todos os tempos nas
solugbes SPS-1 e ACP.
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Fonte: Elaborado pela pesquisadora.

Esse resultado, dado a similaridade dos achados morfolégicos entre
as amostras, pode indicar o potencial relacionado ao uso de solucdo ACP
como meio de preservacdo para oOrgaos. Alguns trabalhos estdo sendo

desenvolvidos para validar o uso dessa solugdo em érgéos.

A hipotese para a presenca de lesdo isquémica na solucdo ACP
relacionada ao proprio composto seria o fato de que a solugdo contém
concentracdo elevada de potassio, o que poderia explicar a diferenca de

conservacao entre as solucdes, com tendéncia a maior vacuolizacdo com a
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ACP. Além disso, a variacdo da amostragem da seccao do tecido deve ser
lembrada, considerando também a pequena amostra estudada. A pressao
osmotica da solucdo deve ser aprimorada no sentido de diminuir o potencial
de edema celular. A forma de reconstituicdo e acondicionamento devem ser
melhor desenvolvidos e padronizados, sendo a dependéncia da cadeia do frio

um limitador no uso da solugéao.

Com esse resultado, estudos mais abrangentes podem ser
realizados, para avaliar além da condicdo morfolégica, a funcdo do 6rgéo
avaliado; além da pesquisa de biomarcadores de lesdo isquémica. Ademais,
€ necessario pesquisar também a lesdo de reperfuséo, sendo esta a injuria

mais estudada e outro fator critico no processo de transplantacdo de 6rgaos.

A sugestédo de utilizacdo de um produto natural e de baixo custo
para proporcionar uma preservacdo hepética adequada € extremamente
valida, principalmente na realidade do sistema publico de saude, onde os

recursos financeiros sédo precarios.
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7 CONCLUSAO

A solucdo a base de agua de coco em po foi equiparavel a solucéao
padrdo na avaliacdo de preservacdo morfologica até o tempo estabelecido

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

Embora os resultados em relacdo a validade do uso da solucao
ACP reconstituida para preservacdo de figado sejam animadores, o impacto
dos resultados foi comprometido pelo nUmero das amostras. Sugere-se que
esse estudo seja continuado para a obtencdo de um numero expressivo de
animais e também para compreender quais substancias poderiam melhorar o

resultado da ACP como solugao de preservagéo.

Espera-se que esse estudo preliminar seja base para uma nova
perspectiva de uso da agua de coco como bioproduto eficaz e promissor,

além de poder fundamentar a geracdo de uma nova patente util para o Brasil.
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CEUA INSTITUTO PARA D o DA EDUCACAO LTDA IPADE

CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Of. No. 027/15
Protocolo do CEUA: 027/15
Pesquisador Responsavel: Prof. ROMULO DA COSTA FARIAS
Titulo do Projeto: ESTUDO COMPARATIVO DA PRESERVAGCAO DE ORGAOS E TECIDOS

ULTILIZANDO SOLUGAO DA UNIVERSIDADE WISCONSIN E SOLUCAO A BASE DE
AGUA DE COCO.
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Desenvolvimento Educagio LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
Supracitado na reunifio do dia 26(vinte e seis) de novembro de 2015.

Descrigao do animal utilizado:
Espécie: Coelho Nomero 14

Relatonios parciais e finais devem ser apresentados a0 CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educagdo LTDA - IPADE a0 término do estudo, periodo méximo 26/11/2016.

Fortaleza, 26 de novembro de 2015.
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