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RESUMO

Introducdo: A crescente discrepancia entre demanda e disponibilidade de
orgdos é um dos principais desafios do transplante hepatico. Enxertos
marginais e doadores com critérios de expanséo tém sido considerados para
aumentar a oferta e atender um maior nimero de pacientes esperando por
transplante. Doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) € um dos mais
importantes definidores de 6rgédos de critério expandido. O presente estudo
propde que um método de andlise visual organizada poderia identificar e
classificar corretamente DHGNA, assim como viabilidade do enxerto
relacionada a ela, tornando dispensavel a bidpsia e seus gargalos logisticos,
aumentando assim o numero de enxertos disponiveis.

Métodos: Imagens fotograficas de alta definicdo foram tomadas dos enxertos,
com condi¢cdes de luminosidade e distancia padronizadas, usando 0 mesmo
dispositivo, pré e p6s perfusdo do enxerto. O Visual Liver Score (VLS) foi
utilizado, com previamente publicado, por 4 cirurgides de transplante
experientes; bidpsias coletadas destes 6rgdos foram analisadas por patologista
experiente, de maneira duplo-cega. Foram calculados desempenho do escore
e concordancia interobservadores para deteccdo e graduacdo de DHGNA,
assim como avaliacdo de viabilidade.

Resultados: Cinquenta e sete enxertos foram analisados. Proporcdo
consideravel dos doadores (59.64%) apresentou ao menos um critério de
expansdo. Prevaléncia de DHGNA foi 94.73%, havendo 31.57% de esteato-
hepatite borderline e 5.26% de esteato-hepatite confirmada. Esteatose foi
identificada com acuracia de 48.68% (pré-perfusdo) e 64.03% (pos-perfusao).
Estratificacdo da DHGNA foi realizada com acuracia de 49.53% (pré- perfusao)
e 46.29% (pbs-perfusdo). Viabilidade relacionada a DHGNA foi identificada
com acurdcia de 51.96% (pré-perfusdo) e 48.52% (pbs-perfusao).
Concordancia interobservadores foi moderada para VLS total e fraca para
componentes individuais do VLS.

Concluséo: Considerando que mesmo um método padronizado né&o foi
confiavel para a avaliagdo visual da DHGNA comparado com a histologia,
esforcos devem ser realizados para expandir o acesso a patologia pelas
equipes captadoras, reconhecendo as questbes econdémicas e logisticas a
serem enfrentadas. Futuros estudos sdo necessarios para entender se o VLS
deve ser adaptado ou mesmo excluido no cenario do transplante hepatico,
assim como para avaliar a importancia da ectoscopia relacionada aos
resultados clinicos poés-transplante e determinar seu papel na selecdo dos
enxertos.



ABSTRACT

Introduction: The growing discrepancy between the demand for donated
organs and their availability is one of the main challenges of liver transplantation
today. Consequently, marginal grafts or organs from donors with expansion
criteria have been considered to reduce the shortage and assist a greater
number of patients awaiting for a transplant. Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) is one of the most important defining criteria for expanded criteria
organs. The present study proposes that an organized visual analysis method
could correctly identify and classify NAFLD and organ viability related to it,
without the need for liver biopsy and its logistical concerns, thus increasing the
number of available grafts.

Methods: Pictures were taken from the grafts at standardized distance and light
conditions, using the same register device, pre and post organ perfusion. The
Visual Liver Score (VLS) was applied, as previously published, by four
experienced transplant surgeons; biopsies taken from these grafts where
analyzed by an experienced pathologist, in a double-blind design. Score
performance and interobserver agreement for NAFLD detection and grading, as
graft viability evaluation, were calculated.

Results: Fifty seven grafts were analyzed. A considerable proportion (59.64%)
of donors presented at least one previous expansion criteria. Prevalence of
NALFD was 94.73%, with 31.57% borderline NASH and 5.26% NASH.
Steatosis was identified with 48.68% (pre perfusion) and 64.03% (post
perfusion) accuracy. NAFLD stratification was performed with 49.53% (pre
perfusion) and 46.29% (post perfusion) accuracy. Viability related to NAFLD
was identified with 51.96% (pre perfusion) and 48.52% (post perfusion)
accuracy. Interobserver agreement was moderate for total VLS and poor on
individual components of VLS.

Conclusion: As even a standardized method was not reliable enough for visual
evaluation of NALFD compared to pathology, efforts should be performed to
expand access to pathology by procurement teams, recognizing the logistic and
economic problems to be solved. Further studies are needed to understand
whether the VLS needs to be adapted or even excluded in the liver transplant
scenario, as to evaluate the importance of ectoscopy related with post-
transplant clinical outcomes and determine its role in graft selection.
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1. INTRODUCAO

A crescente discrepancia entre a demanda por 6rgdos doados e sua
disponibilidade € um dos principais desafios do transplante hepatico atualmente
[1]. Por consequéncia, enxertos marginais ou 6rgaos de doadores com critérios
expandidos tém sido considerados para contornar a escassez e salvar as vidas
dos pacientes em fila para transplante. Junto a idade do doador e a estadia
hospitalar prolongada, a doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica ¢ um dos
critérios definidores de 6rgdos de doadores com critérios expandidos mais
importantes. Esteatose leve (<30%) €& considerada uma condicdo
transplantavel, enquanto a utilizagdo de enxertos com esteatose moderada (30-
60%) ou esteato-hepatite é desafiadora [2]. Uma analise publicada do Registro
Cientifico de Receptores de Transplantes dos Estados Unidos da América
demonstrou que esteatose > 30% foi um preditor independente de reducédo de

sobrevida de enxerto em 1 ano [3].

A doenca hepatica gordurosa ndao-alcodlica (DHGNA) e sua
manifestacdo mais avancada, esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), sdo de
relevancia crescente para a comunidade médica. Enquanto a prevaléncia de
doenca hepética gordurosa nédo-alcodlica na populacdo adulta ocidental é
estimada em 30%, até 70-80% dos individuos obesos tém DHGNA, com 30-
40% podendo apresentar EHNA [4]. Diagnosticar doenca hepatica gordurosa
nado-alcodlica é desafiador, uma vez que ndo ha sinais precoces 6bvios ou
testes diagndsticos ndo-invasivos confiaveis [5,6]. Ainda, a identificacdo destes
pacientes é vital, para que seja instituido tratamento apropriado e vigilancia

para prevenir a progressao da doenca e faléncia hepatica [6].

Apesar da esteatose ser um fator de risco para piores resultados apés
transplante hepatico ortotopico (THO) [3,7,8], a utilizacdo de figados
esteatéticos doados contribui significativamente para a expansédo do numero de
doadores. Paralelamente, a epidemia de diabetes e obesidade no mundo
ocidental nas ultimas 2 décadas resultou em aumento no nimero de doadores

obesos ou com esteatose [9,10]. Desta forma, a avaliagdo acurada da DHGNA
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€ critica para a sele¢do destes 6rgaos de alto risco, sendo que a microscopia
de exemplar de biépsia hepética vista por um patologista experiente ainda é o
padrao-ouro para a analise da EHNA. Por raramente haver disponibilidade de
patologista no momento da captacdo, muitos centros, incluindo o nosso,
dependem da andlise ectoscopica de DHGNA e qualidade do érgao realizada

pelo cirurgido captador.

Devido a prevaléncia significativa de doenca hepatica gordurosa nao-
alcodlica e a relativa seguranca da bidpsia hepatica intraoperatéria (BHIO),
biopsias rotineiras em pacientes bariatricos e morbidamente obesos foi
advogada durante procedimentos abdominais [11-13]. Estudos longitudinais em
populacdes bariatricas sugerem que a nao realizacdo de bidpsias de rotina
resultam em diagndstico perdido em 86% dos pacientes com esteato-hepatite

ndo alcodlica e 88% dos casos com fibrose avangada [11].

Contudo, mesmo nestes estudos, as taxas de doenca hepatica nao-
alcodlica sao baixas, resultando em proporcdes significativas de bidpsias
normais sendo feitas. Além disso, 0s riscos, custos, tempo operatorio adicional
durante o procedimento, indisponibilidade de patologista para pronta analise e
tempo de isquemia fria tolerado pelo enxerto hepatico até analise histolégica
definitiva sdo questdes pertinentes [14], tornando-as uma estratégia pouco
pratica no cenario do transplante. Estes fatores contribuem para justificar o
motivo da maior parte dos cirurgides de transplante ndo realizarem bidpsia
hepatica rotineira como fator decisivo para a utilizacdo dos enxertos.
Infelizmente, havendo duivida sobre o acometimento do enxerto por condi¢ao
patolégica e ndo havendo possibilidade de confirmacdo histolégica, opta-se
pela ndo utilizacdo, diminuindo assim o nuamero absoluto de transplantes

realizados.

Ha poucos e conflitantes dados sobre a acuracia da avaliagéo visual na
discriminagdo das doencas hepaticas. Alguns estudos sugerem correlacédo
substancial da inspecédo laparoscopica do figado com diagndstico histologico
[15]. Paralelamente, tentativas de realizacdo de bidpsia hepatica intra-
operatoOria seletiva por avaliagdo da aparéncia hepatica foram tidas como

inacuradas e pouco confiaveis [11,12,16]. A metodologia é significativamente
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variavel entre estudos, ndo havendo minima evidéncia que guie a selecdo de
pacientes para BHIO no cenério de suspeita intraoperatéria de doenca hepética
gordurosa ndao-alcodlica, particularmente discernindo esteato-hepatite né&o

alcodlica ou fibrose.

Recentemente foi desenvolvido um escore visual estandardizado (Visual
Liver Score — VLS) para a predicdo de doenca hepética gordurosa nao-
alcoolica e esteato-hepatite ndo-alcodlica em pacientes obesos submetidos a
cirurgia laparoscopica. Ele propde uma ferramenta simples, acurada e
reprodutivel para a avaliacAio de anormalidades hepaticas difusas
incidentalmente encontradas durante uma operacdo. A performance
demonstrada pelo escore composto estruturado foi mais confiavel que o uso de
componentes individuais ou subjetivos de avaliacdo. Importantemente, este
escore visual estratificou de maneira confidvel os pacientes em baixo,
intermediario a alto risco para DHGNA e EHNA, guiando a realizacdo de
bidpsia hepatica intraoperatoria. Escores considerados de baixo risco (VLS < 1)
foram associados com histologia favoravel, indicando como desnecessaria a
realizacdo de biopsia hepatica, com valor preditivo negativo de 79.8-100%.
Alternativamente, apresentou especifidade entre 85.6-94.5% na indicacdo de

pacientes com esteatose significativa, EHNA e fibrose significativa [17].

A correta avaliacdo da presenca de DHGNA com risco para esteato-
hepatite € fundamental na decisdo de uso de enxertos de doadores com
critérios expandidos. Estudos mostram que a associacdo de critérios de
expansdo em um mesmo doador, como idade > 60 anos, sodio sérico > 155
mEQ/L, tempo de estadia em UTI > 5 dias, tempo de isquemia fria > 12 horas e
hipotensdo ou drogas vasoativas em vazao alta, podem elevar a probabilidade
de disfuncdo do enxerto hepatico de 2.2% na auséncia de fatores de expanséo
para até 30% na presenca de 4 ou mais fatores. A probabilidade de né&o-
funcionamento primario do enxerto aumenta de 1.1% para até 40% no mesmo

cenario [18].

Avaliando os principais critérios de expansao mencionados na literatura,
existe a possibilidade de reversao ou controle de alguns (p.ex. hipernatremia,

tempo de isquemia), enquanto outros fatores ndo sao modificaveis, mas séo
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objetivamente detectaveis (p.ex. idade, tempo de UTI, vazdo de drogas
vasoativas). Desta forma, torna-se fundamental para a decisao de utilizacao de
um enxerto hepatico a correta deteccéo e estratificacdo da DHGNA no cenario
mundial atual de alta frequéncia de uso de 6rgéos de doadores com critérios de

expansao, atraves de método disponivel, factivel e reprodutivel.
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2. JUSTIFICATIVA

Ao utilizar um método estruturado para comparar a avaliagdo visual de
DHGNA em enxertos hepaticos considerados para transplante a
anatomopatologia, saberemos o desempenho da ectoscopia como ferramenta
de andlise dos 6rgédos e o impacto desta sobre o descarte de enxertos viaveis

ou utilizacdo de enxertos inviaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO PRINCIPAL

O objetivo deste estudo € medir a acuracia do método visual versus bidpsia
na estimativa da presenca e gravidade de DHGNA em enxertos hepaticos
avaliados durante captacédo de érgéos, utilizando-se para isto de escore visual
estandardizado (VLS). A andlise quantitativa e qualitativa da DHGNA por um

patologista servird como referéncia de padrdo-ouro.

3.2 - OBJETIVOS SECUNDARIOS

Adicionalmente, investigaremos se a estimativa da DHGNA pelos cirurgides

- segundo a sistematizagao proposta pelo escore:

- correlaciona-se com diferentes graus de esteatose previstos no escore de
atividade de DHGNA (Non alcoholic Fatty Liver Disease Acitivity Score - NAS);

- tem capacidade de selecionar corretamente os enxertos com viabilidade
de utilizacdo, no contexto da DHGNA (NAS < 4 e F < 1) vista pela biopsia;

- possui concordancia interna entre os avaliadores.

16



4. METODOS
4.1 — DESENHO DO ESTUDO

O presente projeto obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital e Maternidade Angelina Caron (HMAC), sob o numero
91928218.7.0000.5226, sendo adequado a Resolucdo CNS 466/12.

Entre junho de 2018 e setembro de 2019, todas as doacdes de doadores
apos morte encefalica que tiveram captacdo de figado pela equipe de
transplantes do HMAC foram avaliadas para elegibilidade ao estudo (tabela 1).
Uma andlise piloto com os primeiros 20 enxertos foi avaliada para calculo da
amostra. Os doadores elegiveis consecutivos foram prospectivamente
arrolados e variaveis destes registradas a partir dos relatorios sumarizados de
doacdo (anexo 1), em formulario eletrbnico. A partir desses dados,
investigamos a frequéncia de fatores de risco para DHGNA e dos principais
critérios de expansdo para transplante hepético: (1) idade > 60 anos, (2)
estadia em UTI > 5 dias, (3) Sodio sérico > 155 mEQg/L, (4) hipotensado ou alta

vazao de drogas vasoativas.

Cada enxerto hepético arrolado foi avaliado visualmente por 4 cirurgides
experimentados em captacdes de o6rgdos do HMAC a partir de registro
fotografico de alta resolucéo (8 megapixels) tomado no hospital onde encontra-
se o doador, no momento da captacdo de 6rgaos realizada pela equipe do
HMAC, quando esta foi acionada, segundo priorizagcdo conforme lista da
Central Estadual de Transplantes. O registro foi tomado a 15 cm do enxerto,
com flash do aparelho, sem luz adicional & ambiente, em dois momentos
distintos: pré-perfusdo e pos-perfusdo do enxerto. Da analise visual realizada,
foi definido o valor de Visual Liver Score por cada um dos avaliadores, nos dois

momentos, sendo avaliada estatisticamente a concordancia entre estes.

As bidpsias colhidas dos enxertos arrolados foram encaminhadas para
patologista experiente em momento posterior, sendo identificadas apenas por

namero sequencial, para manter a imparcialidade de analise.
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O estudo possui um desenho duplo-cego: os cirurgides avaliadores nao
tiveram informacéo histologica, assim como o patologista ndo teve acesso a
nenhuma informacéo clinica do doador; ndo houve interferéncia na deciséo de

uso do enxerto pelo cirurgido captador.

Critérios de inclusao e exclusao

Tabela 1 — Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de incluséo Critérios de exclusao

Idade do doador > 18 anos Doador de transplante intervivos
Auséncia de inviabilidade do | Enxerto para transplante multivisceral
enxerto por outra causa (p. ex.
trauma, cirrose)

Auséncia de sorologia positiva | Enxerto split (6rgao bipartido)
para hepatite viral ativa
Auséncia de consumo abusivo | Doacao apds morte cardiaca
de alcool atual ou nos ultimos 2
anos

- > 21 doses-padréo (14 g de
alcool) semanais para homens

- > 14 doses-padréo (14 g de
alcool) semanais para mulheres

Captacédo do Figado

Todas as captacbes hepaticas foram realizadas segundo técnica
estandardizada [19]. Utilizamos exclusivamente solugcdo IGL-1 (Institute
Georges Lopez, Franca) para preservagdo. Imediatamente apds o
clampeamento da aorta descendente e transeccéo da veia cava inferior supra-
hepatica, é iniciada perfusdo com solucao IGL-1 resfriada via aorta abdominal.
Gelo fragmentado estéril € posicionado em torno do figado, incluindo o espaco

sub-diafragmatico, hilo, face anterior e posterior do 6rgdo. Aproximadamente
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40 ml/kg de solucdo IGL-1 sao infundidos pela canula adrtica, enquanto cerca
de 10 ml/kg séo infundidos diretamente na veia porta do enxerto.

Bidpsia Hepéatica Intraoperatéria

Apés avaliacdo macroscopica do 6rgdo pelo cirurgido captador da
equipe do HMAC, 2 biépsias hepaticas em cunha com 1 cm3 (2 x 0.5 x 1 cm)
cada foram realizadas de maneira estandardizada no lobo esquerdo (segmento
3) e no lobo direito (segmento 5), antes da perfusdo dos 6rgdos. Cada biépsia
foi separadamente fixada em formalina 10% até processamento para analise
histolégica. Um Unico patologista experiente graduou as bidpsias de maneira
cega para informacgdes clinicas do doador, de acordo com o escore de
atividade de doenca hepéatica gordurosa ndo-alcodlica (do inglés: Non alcoholic
Fatty Liver Disease Acitivity Score - NAS) [10] e a classificacdo de Kleiner para
fibrose hepatica [11] (Tabelas 2 e 3). O NAS € um escore composto que varia
de 0 a 8 baseado em severidade da esteatose (0-3), severidade da inflamacéo

(0-3) e presenca de balonamento hepatocitario (0-2).

Tabela 2 - Non alcoholic Fatty Liver Disease Acitivity Score (NAS)

NAS — Non alcoholic fatty liver disease score

Grau de esteatose

0 < 5%

1 5-33%
2 34-66%
3 >66%
Inflamacéo lobular

0 Ausente
1 < 2 foci
2 2-4 foci
3 > 4 foci
Balonamento hepatocitario

0 Ausente
1 Esparsos
2 Difusos

Escore total (0-8) calculado pela soma de escores de esteatose, inflamagéo lobular e
balonamento hepatocitario

NAS 0-2 Esteato-hepatite descartada
NAS 3-4 Esteato-hepatite inconclusiva
NAS > 5 Esteato-hepatite confirmada
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Tabela 3 - Classificacdo de Kleiner para fibrose hepatica

Classificacdo de Kleiner para fibrose hepatica

Estagio de fibrose

0 Ausente

F1 | Portal/perisinusoidal

F2 Perisinusoidal e portal/periportal

F3 | Septal ou fibrose em ponte

F4 Cirrose

Um escore total NAS > 5 é diagndéstico para esteato-hepatite nao-
alcoolica; NAS 3-4 é indeterminado para esteato-hepatite ndo-alcoodlica e NAS
0-2 exclui esteato-hepatite n&do-alcodlica. E necessario ressaltar que este
escore foi desenvolvido primariamente para propdésitos de pesquisa e néo

estritamente para o diagnéstico clinico de esteato-hepatite ndo-alcodlica [20].

Visual Liver Score

O Escore Hepético Visual (do inglés: Visual Liver Score - VLS) foi
desenvolvido baseado em critérios prévios com modificagfes baseadas em
outros critérios de avaliacdo [12,15,21,22]. A aparéncia do figado é avaliada
nas categorias de cor (0-2), tamanho (0-3) e nodularidade superficial (0-3),
sendo o escore total calculado com a soma destas categorias. O VLS foi
desenvolvido para ser simples, facil de aprender e facil de calcular. O sistema
de graduacao pode ser visto na Tabela 4, com a Figura 1 mostrando exemplos
de escores totais de VLS e achados histolégicos associados em quatro

pacientes.
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Tabela 4 — Visual Liver Score (VLS)

Visual Liver Score — VLS

Grau

Descricao

Detalhamento

Componente Cor

0 Cor normal Marrom-acinzentado

1 Esteatose Amarelado pontual esparso a moderado
moderada

2 Esteatose severa Amarelado homogéneo

Componente tamanho

0

Tamanho normal

Bordos finos, sem aumento notavel

1

Aumento leve

Bordos rombos, aumento minimo

2

Aumento

moderado

Bordos rombos com aumento moderado, gerando

dificuldade de mobilizacao

3

Aumento severo

Aumento significativo, impedindo mobilizacdo

Componente superficie

0

Superficie lisa

Superficie lisa, reflexo luminoso claro

1

Nodularidade leve

Superficie finamente irregular, reflexo luminoso pontilhado

2

Nodularidade

proeminente

Superficie irregular, reflexo luminoso grosseiramente

pontilhado

3

Cirrose

Figado nodular

Escore total (0-8) calculado pela soma de escores de cor, tamanho e superficie

VLS<1 Baixo risco para esteato-hepatite ndo-alcodlica
VLS 2-3 Moderado risco para esteato-hepatite ndo-alcodlica
VLS >4 Alto risco para esteato-hepatite ndo-alcodlica

Durante a operacdo de captacdo, 0 cirurgido captador registrou

fotograficamente o enxerto antes e apos a perfusdo do 6rgao, para posterior

analise segundo o escore provido pelos avaliadores. Os enxertos foram

estratificados em baixo (VLS < 1), intermediario (VLS 2-3) ou alto risco (VLS >

4) para doenca hepatica gordurosa nédo-alcodlica e esteato-hepatite né&o

alcodlica. A pontuagéo final de VLS definida por cada um dos quatro

avaliadores foi utilizada para comparacdo com o resultado da analise

anatomopatologica de cada enxerto.
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Figura 1 - Comparacdo do VLS com achados histolégicos. A esquerda, aspecto
ectoscopico hepatico e respectivas pontuagbes de VLS atribuidas. A direita,

histologia associada.

Fonte: Ooi GJ et al. Obes Surg. 2018;28(2):427-436.

Os enxertos serdo analisados histologicamente de acordo com a presenca de
esteatose, esteato-hepatite ndo-alcodlica e fibrose; as variaveis para analise
serdo esteatose significativa (S2-3), EHNA (NAS > 5) e fibrose significativa (F2-
4). Comparativamente, sensibilidade e especificidade serdo calculadas para o
espectro dos componentes do escore VLS e sua pontuacao final, separados
por categorias de baixo (VLS < 1), intermediéario (VLS 2-3) ou alto risco (VLS >
4) para DHGNA e EHNA (Tabela 5).
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Tabela 5 — Comparativo analitico entre VLS e NAS

VLS NAS

0-1 | Baixo risco para Esteato-hepatite 0-2 | Esteato-hepatite ausente

2-3 | Risco intermediario para Esteato-hepatite | 3-4 | Esteato-hepatite indeterminada

>4 | Alto risco para Esteato-hepatite > 5 | Esteato-hepatite confirmada

Enxertos classificados como de intermediario ou alto risco foram
avaliados para a presenca de esteatose > S2, fibrose > F2 ou NAS > 5. Para a
avaliacdo da performance do VLS em determinar presenca de esteatose no
enxerto (e por consequéncia de DHGNA), a pontuacdo do componente cor foi
separadamente comparada com a graduacdo histologica quantitativa para
esteatose, segundo o componente grau de esteatose do NAS (tabela 6).

Tabela 6 — Comparativo entre componente cor do VLS e graduacao de
esteatose pelo NAS, para fins de andlise

VLS NAS

Componente cor | Grau de esteatose

0 0
1 1
2 2

3

4.2 — CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Para o calculo amostral realizamos um estudo piloto com 20 casos e
inicialmente calculamos o tamanho amostral para diferentes valores de beta
(entre 0.70 e 0.90) com um alfa de 0.05 (Figura 2), através de software

estatistico. Apds encontrar os diferentes valores de amostra, calculamos qual o
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tamanho viavel compativel com o prazo do programa de mestrado. O alvo
amostral inicial foi de 73 amostras, para um beta de 0.9; devido a readequacéo
ao tempo disponivel pelo programa e ritmo de obtencdo das amostras,
concluimos o projeto com 57 amostras viaveis coletadas, o que resultou em

beta proximo a 0.8.

Figura 2 — Célculo amostral pelo teste de McNemar.

Estimated sample size for a two-sample paired-proportions test

Large-sample McNemar's test
H,: p,, =p,, versus H,:p,, =p,,
80

70

60

Sample size (N)

50

40

T

7 .8 .9
Power (1-8)
Parameters: a = .05, & = -.24, p,, = .33, p,, = .09

4.3 — ANALISE ESTATISTICA

Variaveis continuas serdo expressadas como meédias + desvio padrao
(DP) para dados paramétricos e como medianas + variacdo interquartil (VIQ)
para dados nao-paramétricos. Variaveis categolricas serdo expressas como

nameros (com porcentagens).

As diferentes analises de performance do escore VLS e do seu
componente “Cor”, como acuracia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo foram calculadas tomando-se por base o
namero de oportunidades em que o escore foi empregado no total, relacionado

a todas as inferéncias em andlise pelos 4 observadores.
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Para analise da concordancia interobservadores no uso do VLS e seus
componentes separadamente, foram testados diferentes métodos estatisticos,

sendo que mostrou-se mais confiavel na analise o Fleiss’s Kappa.

4.4 — TERMO DE CONSENTIMENTO

Apds andlise do projeto e seu respectivo desenho pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Angelina Caron, foi dispensada a necessidade de
aplicacdo de termo de consentimento adicional aos familiares dos doadores

arrolados.

Assim foi analisado por j4 haver autorizacdo prévia, descrita no Termo
de Consentimento da Central Estadual de Transplantes do Parana (CET/PR),
para o0 uso dos Orgaos validados quando da analise do processo de doacéo,
prevendo inclusive sua utilizagdo com fins cientificos (anexo 2). Além disso,
bidpsias e registros fotograficos dos enxertos sdo instrumentos previstos para a
correta avaliacdo dos 6rgdos considerados para transplante. Ademais, néo
ocorreu registro que permita a identificacdo de nenhum dos doadores para a
analise fotografica ou anatomopatolégica dos enxertos.
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ABSTRACT

Introduction: The growing discrepancy between the demand for donated
organs and their availability is one of the main challenges of liver transplantation
today. Consequently, marginal grafts or organs from donors with expansion
criteria have been considered to reduce the shortage and assist a greater
number of patients awaiting for a transplant. Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) is one of the most important defining criteria for expanded criteria
organs. The present study proposes that an organized visual analysis method
could correctly identify and classify NAFLD and organ viability related to it,
without the need for liver biopsy and its logistical concerns, thus increasing the
number of available grafts.

Methods: Pictures were taken from the grafts at standardized distance and light
conditions, using the same register device, pre and post organ perfusion. The
Visual Liver Score (VLS) was applied, as previously published, by four
experienced transplant surgeons; biopsies taken from these grafts where
analyzed by an experienced pathologist, in a double-blind design. Score
performance and interobserver agreement for NAFLD detection and grading, as
graft viability evaluation, were calculated.

Results: Fifty seven grafts were analyzed. A considerable proportion (59.64%)
of donors presented at least one previous expansion criteria. Prevalence of
NALFD was 94.73%, with 31.57% borderline NASH and 5.26% NASH.
Steatosis was identified with 48.68% (pre perfusion) and 64.03% (post
perfusion) accuracy. NAFLD stratification was performed with 49.53% (pre
perfusion) and 46.29% (post perfusion) accuracy. Viability related to NAFLD
was identified with 51.96% (pre perfusion) and 48.52% (post perfusion)
accuracy. Interobserver agreement was moderate for total VLS and poor on
individual components of VLS.

Conclusion: As even a standardized method was not reliable enough for visual
evaluation of NALFD compared to pathology, efforts should be performed to
expand access to biopsy by procurement teams, recognizing the logistic and
economic problems to be solved. Further studies are needed to understand
whether the VLS needs to be adapted or even excluded in the liver transplant
scenario, as to evaluate the importance of ectoscopy related with post-
transplant clinical outcomes and determine its role in graft selection.
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INTRODUCTION

The growing discrepancy between the demand for donated organs and their
availability is one of the main challenges of liver transplantation today [1].
Consequently, marginal grafts or organs from donors with expansion criteria
have been considered to reduce the shortage and transplant waiting list [2].
Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [3] is one of the most important

defining criteria for expanded criteria organs.

Although steatosis is a risk factor for worse results after orthotopic liver
transplantation [4-6], the use of steatotic livers contributes significantly to
expand donor pool. Therefore, an accurate assessment of hepatic steatosis is
critical for the selection of these high-risk organs [7]. Since diagnosing NAFLD
is challenging [8,9], microscopic evaluation of a liver biopsy specimen by an
experienced pathologist is still the gold standard for NAFLD analysis. Because
pathology is seldom available at the time of procurement, many centers,
including ours, depend solely on the ectoscopic analysis of steatosis and organ

quality performed by procurement surgeon.

Unfortunately, when there is doubt about graft involvement due to a pathological
condition and there is no possibility of histological confirmation, discard is
decided. There are few conflicting data on the accuracy of visual assessment in
the discrimination of NAFLD [10-14]. Methodology is significantly variable
between studies, with no evidence to guide the selection of patients for biopsy
in the scenario of intraoperative suspicion of NAFLD, particularly discerning
NASH or fibrosis.

Recently, a standardized visual score (Visual Liver Score — VLS) was
developed to be a simple, accurate and reproducible tool for the assessment of
abnormalities related to NAFLD incidentally encountered during laparoscopic
surgery. Importantly, VLS stratified the patients in low, intermediate and high
risk for NASH more reliably than subjective assessment, guiding the
performance of intraoperative liver biopsy [15]. The present study proposes that

an organized visual analysis method could correctly identify and classify NAFLD
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and organ viability related to it, without the need for liver biopsy, thus increasing
the number of available grafts.

METHODS

Ethic approval was obtained at Angelina Caron Hospital Ethics Committee from
the Brazilian National Research Ethics Committee (reference number
91928218.7.0000.5226) according to resolution CNS 466/12. The need for an
additional informed consent was dismissed because there is a previous
authorization for scientific purpose use of the donor grafts in the Parana State
Transplant Central (PSTC) Donation Informed Consent, signed by the donor’s

family (Figure S2).

This was a prospective study of consecutive eligible liver grafts between
June/2018 and November/2019 at the hospitals where the donors were
admitted, by Angelina Caron Hospital transplant team, when designated by
PSTC, according to the transplant prioritization list.

Inclusion criteria in the study included: (1) age > 18 years, (2) absence of non-
viability of the graft for another cause (eg. traumatic injury, cirrhosis), (3)
absence of positive serology for active viral hepatitis, (4) absence of abusive
alcohol consumption in previous 2 years (> 294 g/week for men, > 196 g/week
for women). Patients were excluded if they were living, split graft, multivisceral
graft or circulatory death donors. Complete register of previous and present
medical history and laboratory tests was obtained from PSTC Summarized
Donation Report, using an electronic form (Figure S3). From these data, we
investigated the frequency of risk factors for NAFLD and the main expansion
criteria in liver transplantation: (1) age > 60 years, (2) ICU length of stay > 5
days, (3) Serum sodium > 155 mEg/L, (4) hypotension or high flow of

vasoactive drugs.

Procurement Operation

After macroscopic evaluation of the graft by the transplant surgeon, 2 wedge (1
x 0.5 x 2 cm) liver biopsies were taken from segment Il and segment V, prior to

organ perfusion. A single experienced pathologist graded the biopsies in a

29



blinded manner, according to the NAFLD activity score (NAS) [9] and Kleiner
classification of liver fibrosis [10]. The NAS is a composite core from O to 8
based on steatosis severity (0-3), inflammation severity (0-3) and presence of
hepatocyte ballooning (0-2). A total NAS score > 5 is diagnostic for NASH; NAS
3-4 is equivocal for NASH and NAS 0-2 is not diagnostic of NASH. Of note, this
scoring system was developed primarily for research purposes and not strictly
for clinical diagnosis of NASH [16]. Fibrosis was staged from FO0-4, with F1
being perisinusoidal or periportal fibrosis, F2 being perisinusoidal and

portal/periportal fibrosis, F3 being bridging fibrosis and F4 being cirrhosis.

Pictures were taken from the grafts at standardized distance and light
conditions, using the same high resolution register device (8 megapixels), pre
and post organ perfusion, for posterior analysis. All original pictures can be
found in the supplement file.

Visual Liver Score

The VLS was applied to the grafts in two distinct times: pre and post perfusion,
as previously published [15]. The liver appearance was scored based on the
categories of color (0-2), size (0-3) and surface nodularity (0-3), with a total
score calculated by the sum of these categories. The grading system detailed in
Table S1.Four experienced transplant surgeons participated in this study.
During the analysis, the surgeons were asked to evaluate the photographic
registers and score the liver grafts according to the VLS, pre and post perfusion.
The study had a Double-blind design: surgeons had no access to clinical or
histological information, just as the pathologist could not see clinical or
macroscopic graft information. There was no interference over the decision for

using the graft by the procurement surgeon.

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD) for
parametric data, and median + interquartile range (IQR) for non-parametric
data. Categorical variables were expressed as numbers (with percentages).

Fleiss's Kappa statistic was used for interobserver agreement. Sample size was
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calculated based on a pilot study with 20 donors to reach a beta value = 0.8 and
alfa = 0.05. We calculated that 55 organs were necessary in the study to

answer our question.

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and
accuracy were calculated considering the total number of opportunities in which
the score or its components (depending on the analysis considered) were used,

being the sum of the evaluations made by all four observers.

To evaluate VLS ability to detect and quantitatively stratify steatosis, values
attributed to VLS color component were separately compared to the histological

guantitative grading, according to NAS steatosis grade component (Table 1).

Table 1 — Analytical comparison between VLS color component and NAS

steatosis grade component

VLS NAS
Color component | Steatosis grade component
0 0
1 1
2 2
3

Total VLS score was stratified in low (VLS < 1), intermediate (VLS 2-3) or high
risk (VLS > 4) for NASH, as suggested in its original description [15]. This
stratification was correlated with NAS score categories for NASH (Table 2).

Table 2 — Analytical comparison between VLS and NAS

VLS NAS

0-1 | Low risk for NASH 0-2 | NAS absent

2-3 | Intermediate risk for NASH | 3-4 | NASH undetermined

> 4 | High risk for NASH >5 | NASH confirmed

Isolated steatosis was considered quantitatively significant when VLS color
component = 2 or NAS steatosis grade > 2. Grafts were considered to be
unviable when attributed a VLS > 4 or NAS > 5.

31



RESULTS

Patients

Sixty two donors were included in the study. Five samples were excluded, 2 due

to photographic registers loss and 3 due to incorrect preservation of biopsies.

Baseline characteristics of the 57 donors analyzed are shown in Table 3.

A considerable proportion of donors presented at least one previous expansion

criteria (59.64%), such as age, ICU stay, high dose of vasoactive drugs or high

sodium. Additionally, 70.58% of those patients and 82.6% among those who

had no immediately identifiable expansion criteria had overweight, obesity,

systemic arterial hypertension, diabetes or dyslipidemia, the most important risk

factors for NAFLD.

Table 3 — General characteristics of population

Variable Patients (n=57)
Demographic
Age 46.4+15.2
> 60 years 15 (26%)
Male gender 52.5%
Race
Caucasian 44 (77 %)
Afro descendant 12 (21%)
Native Brazilian 1 (2%)
Alcohol use 19 (33%)
Clinical
ICU length of stay
<5 days 38 (67%)
> 5 days 19 (33%)
CPA 11 (19%)
Systolic blood pressure (mmHg) 113.2+19.4
BMI (kg/m?) 26.2+4.3
Very low weight 2 (4%)
Low weight 1 (2%)
Normal 17 (30%)
Overweight 26 (46%)
Grade 1 obesity 9 (16%)
Grade 2 obesity 2 (4%)
Causa mortis
Head trauma 14 (25%)
Ischemic Stroke 5 (9%)
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Hemorrhagic Stroke 26 (46%)
Hypoxic-ischemic Encephalopathy 6 (11%)
Subarachnoid Hemorrhage 5 (9%)
Meningitis 1 (2%)
Metabolic Comorbidities
SAH 19 (33%)
Diabetes 8 (14%)
Dyslipidemia 2 (4%)
Vasoactive Drugs 35 (61%)
Norepinephrin or equivalent (mcg/kg.min) | 0.33+0.5
High flow (> 0.5 mcg/kg.min) 4 (7%)
Infection treated 18 (32%)
Laboratory
Serum Sodium (mEq/L) 144.7+8.4
Sodium > 155 mEg/L 6 (11%)
Total bilirubin (mg/dL) 0.53+0.27
ALT (U/L) 84.1+212.1
AST (U/L) 57.9+56.1
GGT (U/L) 112+152.2
Anti-HBc positive 3 (5%)

Abbreviations: ICU, Intensive Care Unit; CPA, Cardiopulmonary Arrest; BMI, Body Mass Index;

SAH, Systemic Arterial Hypertension;

AST, Alanine Transaminase; AST, Aspartate

Transaminase; GGT, Gamma-glutamyl Transpeptidase

Significant fibrosis (F > 2) was not found in the present population. NAFLD was

highly prevalent (94.73%), although the majority of samples (77.19%) had

steatosis grade 1, and only 5.26% fulfilled histological criteria for definitive

steato-hepatitis (Table 4). Correlation between NAFLD stratification and number

of donor-related expansion criteria is showed in Table 5.
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Table 4 — Pathology findings

Variable Samples (n =57)
NAFLD 54 (94.73%)
Kleiner (fibrosis)

FO — Absent 24 (42.1%)

F1 — Peri-portal or perisinusoidal

33 (57.89%)

Type of Steatosis
Absent
Microgoticular
Macrogoticular
Mixed
Non specified

3 (5.26%)

7 (12.28%)
3 (5.26%)
38 (66.66%)
6 (10.52%)

Grade of Steatosis

0-<5% 3 (5.26%)

1-5-33% 44 (77.19%)

2 - >33-66% 7 (12.28%)

3 ->66% 3 (5.26%)
Lobular Inflammation

0 — Absent 45 (78.94%)

1 - <2 foci 12 (21.05%)

Hepatocyte Ballooning
0 — Absent
1 — Few ballooned cells
2 — Many ballooned cells

10 (17.54%)
35 (61.4%)
12 (21.05%)

NAS
0-2 — NASH absent
3-4 — Borderline NASH
5-8 — NASH

36 (63.15%)
18 (31.57%)
3 (5.26%)
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Table 5 — Correlation between NAFLD stratification and number of previous

expansion criteria

NAFLD stratification | Donor-related expansion criteria

NAS 0-2 = 36 grafts 1 criteria = 20 (55.55%)
2 criteria = 2 (5.55%)
3 criteria =1 (2.77%)

NAS 3-4 = 18 grafts 1 criteria = 8 (44.44%)
2 criteria = 4 (22.22%)

NAS > 5 = 3 grafts 1 criteria = 3 (100%)

Visual Liver Score and Assessments

Considering the visual analysis by the evaluators, we noted a trend towards
increasing points attributed to color score after organ perfusion (Figure 1A). The
same trend was not seen when considering size scores, surface scores or total
VLS points (Figure 1B).

Figure 1A - Points attributed by evaluators to color score

Pre perfusion
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M Evaluator 3

M Evaluator 4

3 111t
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Post perfusion
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35



Figure 1B -Total VLS attributed by evaluators

Pre perfusion
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Post perfusion

M Evaluator 1
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VLS 0-1 VLS 2-3 VLS >4

Diagnostic Accuracy

The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value
and accuracy for a variety of threshold values of the total VLS and its

assessments are shown in Table 6.

From the analyzed data, the color score performance to identify the presence
steatosis and its grade was evaluated, pre and post perfusion. In addition, the
color score isolated capacity to detect significant steatosis (NAS grade of

steatosis 2-3, steatosis > 33%) was evaluated.

Considering the 54 grafts presenting with NAFLD, total VLS performance to
correctly stratify NAFLD severity was analyzed, correlating it with total NAS risk

ranges.
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Table 6 — Diagnostic accuracy of various thresholds for total VLS and its assessments

Pre perfusion

Post perfusion

Sens Spec PPV NPV Acc Sens Spec PPV NPV Acc
Steatosis detection
1-3)
Correct stratification of steatosis by grade
41.22% 50%
- Correct stratification of significant steatosis
(> 33%) 12.5% 98.9% 71.42% | 84.16% 32.5% | 89.89% | 40.62% | 86.2%
NAFLD severity stratification (NASH absent / 49.53% 46.29%
. 0 . 0
undetermined / present)
- VLSO0-1
68.59% 68.8%
- VLS 2-3
33.82% 32%
- VLS>4
- 3.7% 3.12%
Identification of viability (VLS 0-3 attributed to
NAS 0-4) 87.25% | 8.33% 94.17% 3.77% 51.96% | 84.8% | 8.33% 94.02% | 3.12% | 48.52%

Abbreviations: Sens, Sensitivity; Spec, Specificity; PPV, Positive Predictive Value; NPV, Negative Predictive Value; Acc, Accuracy.
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To evaluate total VLS ability to determine graft viability, in NAFLD context, un-
viability thresholds were a VLS > 4 or NAS > 5. In this scenario, viable grafts
would be discarded according to the visual evaluation, by all 4 evaluators
(Figure 2).

Conversively, only 3 grafts were considered definitively un-viable according to
NAS, with all 4 evaluators attributing them viable total VLS score at some

moment of pre or post perfusion analysis (Figure S1).
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Figure 2 — Viability analysis pre and post organ perfusion
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Interobserver Agreement

Different statistic methods were tested to analyze interobserver agreement considering
total VLS and its components, as shown in Figures 3 and 4, being Fleiss’s Kappa the

most reliable model.

The total VLS score had moderate agreement between the four evaluators, being better
in post perfusion (k = 0.48) than pre perfusion analysis (k = 0.36). There was poor
agreement on individual components of VLS, tending to be better after organ perfusion
(color: k =0.11 and 0.23; size: k = 0.02 and 0.07; surface: k = 0.01 and 0.08).

Figure 3 - Total VLS interobserver agreement
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Figure 4 - Interobserver agreement by domains of VLS
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DISCUSSION

This study was the first to investigate how accurate a standardized visual method (VLS)
is detecting and stratifying NAFLD in liver grafts evaluated during organ procurement
surgery when compared to pathology. In summary, our main finding suggests that the
biopsy of the organ to be transplanted is mandatory to avoid the discharge of viable

organs.

Epidemiological data highlights the frequency of expansion criteria among donors
nowadays. More than that, the considerable proportion of donors presenting with risk
factors for or confirmed NAFLD confirms how important that donor pool is to maintain a
grater organ offer to community, reducing list waiting time. This finding correlates with
the fact that Western world’s diabetes and obesity epidemic has resulted in an
increased number of obese or steatotic donors in last 2 decades [17,18]. Positively, a
low frequency of intensive care management related expansion factors (such as
hypernatremia or high flow of vasoactive drugs) was identified, probably related to
donor screening and care policies implemented in Brazil’'s Parané State during last 10

years [19].

Studies show that the association of expansion criteria in the same donor, such as age
> 60 years, serum sodium > 155 mEq/L, ICU stay > 5 days, cold ischemia time > 12
hours and hypotension or vasoactive drugs in high flow rate, can increase the likelihood
of liver graft dysfunction from 2.2% in the absence of expansion factors to up to 30% in
the presence of 4 or more factors. The probability of primary graft non-functioning
increases from 1.1% to up to 40% in the same scenario [20]. Thus, the correct detection
and stratification of NAFLD trough an available, feasible and reproducible method is

fundamental in the current scenario of high frequency of expanded criteria donors.

Among those with undetermined NAS (scores 3-4), 66.6% (12 out of 18) presented at
least one expansion criteria besides NAFLD. Considering that the number of expansion
factors is directly related to graft non functioning or dysfunction [21], it is paramount to

identify NAFLD in the utilization decision process. Modifiable expansion factors, such as
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cold ischemia time, could be intensively managed when detected another constitutional

expansion factor.

Longitudinal studies in bariatric populations suggest that when routine biopsies are not
performed, 86% of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and 88% of advanced fibrosis
diagnosis are missed [10,22]. However, even in these studies, rates of NAFLD more
severe than simple steatosis are infrequent, resulting in significant proportion of
unnecessary biopsies being performed [23]. In addition, the risks, costs, longer
operative time during the procedure, unavailability of pathologist for prompt analysis and
time of cold ischemia tolerated by the liver graft until definitive histological analysis are
relevant issues [24,25], making them an impractical strategy in the transplant scenario.

The VLS color component showed moderate accuracy in steatosis detection, being
better after organ perfusion (64.03% versus 48.68% pre perfusion). Positive predictive
values were high both in pre and post perfusion analysis (91.76% and 92.06%), as well
as specificity (82.5% and 75%). However, the method was only moderately sensible to
detect steatosis (41.48% pre and 61.7% post perfusion), with low negative predictive
values in both perfusion scenarios (23.07% pre and 29.41% post). Thus, the method
seems reliable when detects NAFLD and classifies grafts as having minimum or absent

steatosis, but frequently does not identify fatty infiltration, as previously shown [26].

Regarding the performance in correctly estimate severity of NAFLD, total VLS accuracy
was low when compared to pathology (49.53% pre and 46.29% post perfusion). Positive
predictive values were progressively lower as higher scores were attributed, (VLS 0-1 =
68.59% pre and 68.8% post perfusion, VLS 2-3 = 33.82% pre and 32% post perfusion,
VLS >4 = 3.7% pre and 3.12% post perfusion), suggesting a trend towards overrating
NAFLD severity when a worse perception of macroscopic findings happens [23].

Although the VLS was proposed to increase ectoscopy precision when evaluating
NAFLD, incorrect analysis of severity was frequent, with the immediate result of organ

disposal; all four evaluators classified viable grafts as unviable at some point (pre or
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post perfusion). That is the same obstacle when a non standardized visual analysis is
undertaken [27].

The color component showed low accuracy to stratify steatosis grading, when fatty
infiltration is present (41.22% pre and 50% post perfusion) [11]. Sensitivity to identify
steatosis > 33% (correlating color = 2 and NAS steatosis grade = 2-3) is low (12.5% pre
and 32.5% post perfusion), suggesting an underestimation of fatty infiltration when it is

important.

A remarkable finding was a decrease of the positive predictive value when classifying
steatosis > 33% after organ perfusion (71.42% pre and 40.62% post), probably related
to a more intense yellowish color noted when blood is flushed away from the graft by

preservation solution.

However, the color component was very specific (98.9% pre and 89.89% post
perfusion) evaluating grafts as having minimum or absent steatosis and was associated
to a high negative predictive value for steatosis > 33% (84.16% pre and 86.2% post

perfusion), being reliable when classifying steatosis as non significant.

Total VLS was not capable to exclude unviable grafts effectively (specificity for viability
8.33% pre and post perfusion). Besides that, a significant amount of viable grafts would
be excluded with actual VLS cutoff for NASH (negative predictive value for viability
3.77% pre and 3.12% post perfusion), varying from 12 (pre perfusion) to 15% (post
perfusion). Although a total VLS = 0-3 presented good sensitivity (87.25% pre and
84.8% post perfusion) identifying viability (NAS = 0-4), its imperfection leads to disposal
of viable organs, what does not increase graft offer [27]. Similarly, the high positive
predictive value when evaluating viability (94.17% pre and 94.02% post perfusion)
provides safety using grafts when indicated, but its imperfection carries the risk of using

livers with steato-hepatitis and their consequent high risk for dysfunction [7].

In this study, increasing the cutoff value for viability in 2 units (VLS < 6) would reduce

the number of discarded viable grafts without including unviable organs. However, in

44



that scenario, there would be no graft selection by the score, supporting universal

utilization, with the associated risk of employing unviable livers.

Even carrying out the analysis of the grafts using the same photographic records and
standardized score, different evaluators often attribute different characteristics
depending on their personal perception of color, luminosity and dimension [28]. In this
cohort, poor interobserver agreement was found when considering separate VLS
components analysis (color, size and surface), and moderate agreement when
considering total VLS analysis. These findings reflect the subjectivity of ectoscopic
analysis in the evaluation of NAFLD, evidencing how observers with different biases
conclude the final score in a moderately similar way, but with heterogeneous evaluation

of the score components.

Despite the strengths of our study we also have some limitations. First, the study was
performed in a single center, and despite being the largest transplant center of the state
it is necessary to confirm whether the VLS would be equally evaluated by other smaller
centers. Second, the visual evaluation was performed using photographs and despite
the high quality of the images we don’t know if the VLS would be the same if evaluated

directly looking at the organ.
CONCLUSION

In conclusion, as the VLS was not reliable enough for visual evaluation of NALFD
compared to pathology, it was unable to exclude the need for liver biopsy to avoid that
viable organs are discarded or unviable organs are used. Efforts should be performed to
expand access to pathology by procurement teams, recognizing the logistic and
economic problems to be solved. Further studies are needed to understand whether the
VLS needs to be adapted or even excluded in the liver transplant scenario, as to
evaluate the importance of ectoscopy related with post-transplant clinical outcomes and

determine its role in graft selection.
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SUPPLEMENT FILE

Table S1 - Visual Liver Score (VLS)

Grade Description Details

Color component

0 Normal color Tan color

1 Moderate steatosis Sparse to moderate spotty yellow
2 Significant steatosis Mostly homogeneous yellow color

Size component

0
1
2

3

Normal size

Mild enlargement
Moderate
enlargement

Severe enlargement

Sharp liver edge, no gross enlargement

Blunted liver edge, minimal liver enlargement

Blunted liver edge with moderate liver enlargement, some
difficulty with retraction due to size

Significant liver enlargement, impeding retraction

Surface component

0
1
2
3

Smooth surface

Mild nodularity
Prominent nodularity
Cirrhotic

Smooth surface, clear light reflex
Fine rough surface, fine spotty light reflex
Rough surface, coarsely rough spotty light reflex

Nodular liver

Total score (0-8) calculated by sum of color, size and surface scores
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Figure S1. VLS by evaluator
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B. Evaluator 2
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C. Evaluator 3
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D. Evaluator 4
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Figure S2. Parand State Transplant Central Donation Informed Consent
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Figure S3. Parana State Transplant Central Summarized Donation Report

m Termode autoriza¢cdo pararemocao

\/E;‘T:;;&;‘;;i;“ de multiplosérgdos/tecidos. PARAN&

do Parand

1-DOADOR:

Nome legivel: [ Ime [ [pcr
Idade:_____anosSexo:( )M /( )FDatadeNascimento:___/__ /  RG/CPFn°.

Endereco completo:

. Municipio: . Estado: .

Hospital; . Municipio: /PR.
Registro Hospitalar: .Datadoébito:___/__ /__ Hordriododbito-__ :__ h

Semenor de 18 anos de idade, obrigatodrio a autorizagdo de ambos os pais ou responsavel legal.

2 - RESPONSAVEL LEGAL PELA AUTORIZACAO: *LEIN®.10.211 23 de margo de 2001
Nome:
Idade; Sexo:, RG/CPF n°. Pr ofissédo:

Grau de parentesco:
Endereco Completo:

CEP:

Municipio: Estado; Telefone: ( )

Assinatura: Data:___/ /  Hora-_:_h
*Grau de parentesco: () Pai () Mae

Nome:

Idade:____ Sexo: RG/CPF n°. Pr ofissdo:

Endereco Completo:

CEP:

Municipio: Estado; Telefone: ( )

Assinatura: Data__ / /  Hora-_:_h

( )Coracdo ( )Figado ( )Rins ( )Pancreas (

3 - AUTORIZO A RETIRADA DE ORGAOS E/OU TECIDO| “QOrgans or fractions not utilized for transplant

( )Coragdoparavalvas () Globoocular ( )TME{ may be utilized for scientific purposes.”

( )Outros:

() 0s 6rgdos efou tecidos que n3o forem utilizados para transplante, devido a sua qualidade,
podem ser utilizados para fins cientificos (ensino e pesquisa)

Obs: O autorizante ndo aceita a retirada, especificamente do 6rgdo/tecido:

Testemunha (1) Nome legivel:

RG/CPF n°. Parentesco: Telefone: ()

Endereco completo:

Assinatura:

Testemunha (2) Nome legivel:

RG/CPF n°, Parentesco; Telefone: ()

Endereco completo:

Assinatura: Pr
ofissional responsdvel pela CIHDOTT:

Nome Completo: Conselho: Assinatura:

Secretaria de SaGde
Central Estadual de Transplante do Parand
Rua Bar&o do Rio Branco. 465 - 1° Andar - Centro
Fone: (41) 3304 - 1900 - Fax: (41) 3304 - 1903 CEP: 80010 - 180 - Curitiba - Parana
Http:/fwww.saude.pr.gov.br e-mail: sesatran@sesa.pr.gov.br
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Hosp. Notificante: HOSPUNIV.CAIURU DE CURITIBA Parana "PR

Telefone p/ contato: |Rzmnl:

Nome | [rocT]

Idade:19 Sexo:Masculino Cor:Negra ABO:A Pesoz65,00 KG Altura:168 em

Causa da moite encefalica:TCE

Historia e Evolugdo Clinica (inchur Doencas Auto-Inmnes. Neoplasias, Anenrismas, AVCs, IAMs, etc.)

PACTENTE COM DIAGNGS:['IC'G DE TCE GRAVE. NA HISTORIA MEDICA E SOCIAL SEM COMORBIDADES. EXAME FISICO
FERATUFA FECHADA DE FEMUR. A DIREITO. EXAMES TABORATORIAIS: BASTOES 27%, PCR.230.2, LTPASE 19 ETACTATODE 1.5.
CREATININA DE ENTRADA 1,09 MG/DL DO DIA 04/07/2020. SOROLOGIA IgG REAGENTE PARA CITOMEGALOVIRLS,
TOXOPLASMOSE E VIRUS E. BARE. EM USO DE VASOPRESSINA 12 ML/HORA. EM ANEXO ECOCARDIOGEAMA, CULTURAS,
RESULTADO DO TESTE PARA COVIDI19, PARCTAL DE URINA E TOMOGRAFIA DE ABDOME TOTAL.

Antecedentes Diabetes: no doador(XJNao ( )Sim ( )Iznorado |e1.n parentes de 1° Gran{ )Nao ( )Sim (X)Ignorado
DPOCX)NaEe ( )Sim Drogas Injetaveis(30)Nao ( )Sim |Drogas Inalaténias(3Nao ( )Sim |:3;.1conl{'_‘()h'ﬁo ()Sim
PCR:(X)Néo ( )Sim |[tm1bado ha 4 dias Fi02: 30,00 % - Dias de UTL 3

Dinrese em 24hs: 1800 Dinrese mlKg/hora |P.-"s.: 114 X 66 mmHg

ie;ibeu Sangue/ Hemoderivados:(X)Néo ( Hemocultura Positiva:(X)Nio ( )Sim Germe Isolado:

Droga Vasoativas: | [Nao D ina-(NGa (1S Dobutamina:(CNGo ( 1S Neradrenalina-(0NGo ( 1Si
(0Sim opamina:(X)Nao ( )Sim obutamina:(X)Nao | )Smm ora (X Nao ( )Sim
Infecciio:X)Nao ( )Sim |Pq{ Torax:( JNio (X)Sm Cateterismo/Eco:( )Nao (X)Sim
Antibiotice 1: LEVOFLOXACINO 500MG Tempeo: 2 Dias. Antibigtico 2: Tempo Dias
Antibidtico 3 Tempo Dias HILA:A124B875DR 415

Data: 0807 I I Data: 08/07 I _
HB 5.80 TGO 82.00

HT 15,50 TGP 86.00

GB 8900,00 Fos Ale 73.00

PLTS 96000.00 GamaGT 15.00

Uréia 4330 Bil Total 0.40

Creat 0.76 Bil Direta 0.19

Na 141.00 Fi02 30.00

K 3.80 Fh 746

Glic 171.00 PO2 133,00

CFE 291300 PCO2 42,00

CE-MB 56,00 Sat02 99.00

Amilase 43.00
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO POSITIVO
I=M I=G IsM IeG
PP S Nio Nio . . Nio Nio
CHAGAS Negativo informado || informado HIV Negativo informade | informado
. . o Nio Nao . L Nio Nio
Anti-HCW Negativo informado | informado HILVI-IO Negativo informado | informado
_— Nio Nio T leoativ
HBs-Ag Negativo informado | informada Toxoplasmose Negativo
Anti-HBs Negativo i.uf-:iifn do mfoI:IE.IO:i do Citomegalovirns Negativo
. S Nio Nio ; S Nio Nio
Anti-HBc Negativo informado || informada VDRL Negativo informado | infomado
Observagdes
Retirada marcada para as hdodia [/ [/
Informagdes adicionais:
Responsivel p/ Informacdes Data [/ |
Assinafura:
(X) Coracdo (X) Figado (20) Rim
. (X)) Pancreas ( JPulmio JComea
Orgios e Tecidos doados ll - ) ( - -
( )Intestino ()Oss0 ( )Mvhasculo/Tenddo
( )Pele ( YVasos
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo, segundo a revisdo bibliografica realizada, foi o primeiro descrito na
literatura a utilizar um escore metodizado para analise de DHGNA em enxertos
hepaticos cadavéricos considerados para transplante, com o intuito de avaliar
corretamente sua presenca e gravidade, objetivando excluir o gargalo logistico da
necessidade de bidpsia hepética para aumentar a disponibilidade de érgaos.

Porém, sua heterogeneidade de analise quando da comparacdo de desempenho
interobservadores e insuficiente acuracia, permitindo descarte de enxertos viaveis e a
ndo identificacdo de enxertos inviaveis, ndo soluciona as questdes normalmente
enfrentadas a avaliacdo de um enxerto hepatico apenas ectoscopicamente, quando

nao ha possibilidade de avaliacdo anatomopatolégica.

A modificacdo aumentando sua pontuacdo de corte para viabilidade incluiria como
viaveis enxertos inicialmente classificados como néo-utilizaveis, mas paralelamente
acarretaria o uso universal dos 6rgaos, segundo nossa amostra. Ademais, a alteracao
na linha de corte ndo solucionaria a ma capacidade do escore para identificar os

enxertos inviaveis.

Algumas limitacdes séo notaveis no presente estudo. Primeiramente, a investigacao
foi realizada em um Unico centro, e apesar de ser o maior centro transplantador do
estado, € necessario confirmar se o VLS seria igualmente avaliado por outro servicos
de menor volume. Em segundo lugar, a avaliagdo visual foi realizada a partir de
fotografias que, apesar de possuirem definicdo alta, podem gerar interpretaces

diferentes do VLS avaliado olhando diretamente para o orgéo.

Novos estudos avaliando o desempenho da analise visual de enxertos hepaticos
com amostras mais numerosas e, principalmente, relacionando a importancia da
estimativa visual de viabilidade com os desfechos clinicos poés-transplante sé&o
necessarios, para que se possa definitivamente definir o papel da avaliacdo

ectoscopica na sele¢cdo dos enxertos.
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De acordo com nossos achados, esforcos devem ser tomados no sentido de
ampliar o acesso a avaliacdo anatomopatoldgica dos enxertos pelas equipes
captadoras, em vista da limitagdo do método ectoscépico isoladamente para correta
avaliacdo dos enxertos hepéticos, mesmo sob a égide de um escore metodizado

visando orientar e uniformizar a analise.

A mesma amostra analisada no presente estudo sera avaliada a respeito da
evolucdo clinica dos receptores, correlacionando o desempenho dos métodos visual e
anatomopatoldgico com o desfecho (ndo-funcionamento / disfungéo / rejeicdo cronica /
complicacBes biliares) pés-transplante. No cenério proposto, saberemos se ha
consequéncia pratica dos achados pelos diferentes métodos de avaliagdo do enxerto, e

guao acurados estes sdo em suas analises no ambito clinico.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Relatério Sumarizado de Doacgado do Ministério da Saude Brasileiro

Hosp. Notificante: HOSPUNIV.CATURU DE CURITIBA [Paans PR
Telefone p/ contato: |Rzmnl:
Nome | [rcT]

Idade:19 Sexo:Masculino Cor:Negra ABO:A Pesoz65,00 KG Altura: 168 em

Causa da moite encefalica: TCE

Historia e Evolugdo Clinica (inchur Doencas Auto-Inmnes. Neoplasias, Anenrismas, AVCs, IAMs, etc.)

PACIENTE COM DL—'LGNGS:['IC'D DE TCE GRAVE. NA HISTORIA MEDICA E SOCIAL SEM COMORBIDADES. EXAME FISICO
FERATUFA FECHADA DE FEMUR. A DIREITO. EXAMES TABORATORIAIS: BASTOES 27%, PCE.230.2, LTPASE 19 ETACTATODE 1.5.
CREATININA DE ENTRADA 1,09 MG/DL DO DIA 04/07/2020. SOROLOGIA IgG REAGENTE PARA CITOMEGALOVIRLS,
TOXOPLASMOSE E VIEUS E. BARE. EM USO DE VASOPRESSINA 12 ML/HORA. EM ANEXO ECOCARDIOGRAMA, CULTURAS,
RESULTADO DO TESTE PARA COVID19, PARCTAL DE URINA E TOMOGRAFIA DE ABDOME TOTAL.

Antecedentes Diabetes: no doador(XJNio ( )Sim ( )Iznorado |e1.n parentes de 1° Gran{ )Nao ( )Sim (X)Ignorado
DPOCX)NEe ( )Sim Drogas Injetaveis(30)Nao ( )Sim |Drogaﬁ Inalatérias(3Nao ( )Sim |:3;.1conl{:‘()1\'ﬁo ()Sim
PCR:{X)Nio ( )Sim |[nmbado ha 4 dias Fi02: 30,00 % - Dias de UTL 3

Dinrese em 24hs: 1800 Dinrese ml/Kg/hora |P.-"s.: 114 X 66 mmHg

%ﬁbﬂl Sangue/ Hemoderivados:(X)Néo ( Hemocultura Positiva:(X)Nio ( )Sim Germe Isolado:

Droga Vasoativas: | [Nao D ina-(0NGo (1S Dobutamina:(CNGo ( 1Si Neradrenalina-(CMNGo ( 1Si
(0Sim opamina:(X)Nio ( )Sim obutamina:(X{)Nao | )Smm ora (X Nao ( )Sim
Infecciio:(X)Nao ( )Sim |R_‘{ Torax:( JNio (X)Sm |Catete1ismo-‘Eco:|: JNao (X)Smm
Antibiotico 1: LEVOFLOXACINO 500MG Tempo: 2 Dias. Antibictico 2: Tempo Dhas
Antibidtico 3 Tempo Dias HILA:A124B875DR 415

Data: 0807 4 i Data: 0807 I _
HB 5.80 TGO 82.00

HT 13,50 TGP 86.00

GB 8900,00 Fos Ale 73.00

PLTS 96000.00 GamaGT 15.00

Uréia 4330 Bil Total 040

Creat 0.76 Bil Direta 0.19

Na 141.00 Fi02 30.00

K 3.80 Fh 746

Glic 171.00 PO2 133,00

CPK 2913.00 PCO2 42,00

CE-MB 56,00 Sat02 99,00

Amilase 43.00
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO POSITIVO
I=M I=G IsM IeG
PP S Nio Nio . . Nio Nio
CHAGAS Negativo informado || informado HIV Negativo informade | informado
. . o Nio Nao . L Nio Nio
Anti-HCW Negativo informado | informado HILVI-IO Negativo informado | informado
_— Nio Nio T leoativ
HBs-Ag Negativo informado | informada Toxoplasmose Negativo
Anti-HBs Negativo i.uf-:iifn do mfoI:IE.IO:i do Citomegalovirns Negativo
. S Nio Nio ; S Nio Nio
Anti-HBc Negativo informado || informada VDRL Negativo informado | infomado
Observagdes
Retirada marcada para as hdodia [/ [/
Informagdes adicionais:
Responsivel p/ Informacdes Data [/ |
Assinafura:
(X) Coracdo (X) Figado (20) Rim
. (X)) Pancreas ( JPulmio JComea
Orgios e Tecidos doados ll - ) ( - -
( )Intestino ()Oss0 ( )Mvhasculo/Tenddo
( )Pele ( YVasos
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Anexo 2. Termo de Autorizacdo de Doacdo da CET/PR

22 yia - Hospital 32 via - Familia

12 via Cet - PR

FQ Termode autorizagdo pararemocgao
\/Ee:'lrl;a]nds;ll:l?:{i:‘.:l de multiplos 6rgios/tecidos. P—AEANé

do Parana zcretaria da Sadde
1- DOADOR:
Nome legivel: [ Ime [ Jrcr
Idade: _____anosSexo:( )M/{( )FDatade Nascimento:___/ _ /  RG/CPFn".
Endereco completo:

. Municipio: . Estado: .

Hospital: . Municipio: /PR.
Registro Hospitalar: .Datadoodbito: __/___/__ Hordriododbito-_ :__ h

Se menorde 18 anos de idade, obrigatdrio a autorizagdo de ambos os pais ou responsavel legal.

2 - RESPONSAVEL LEGAL PELA AUTORIZACﬁO: *LEIN®.10.211 23 de marco de 2001
Nome:
Idade: Sexo:, RG/CPFn°, Pr ofissdo:

Grau de parentesco:
Endereco Completo:

CEP:

Municipio: Estado; Telefone: ( )

Assinatura: Data:___/ /  Hora-_:_h
*Grau de parentesco: ( ) Pai () Mae

Nome:

Idade._____ Sexo: RG/CPF n°. Pr ofissdo:

Endereco Completo:

CEP:

Municipio: Estado; Telefone: ( )

Assinatura: Datar___/ /  Hora-_:_h

3 - AUTORIZO A RETIRADA DE ORGAOS E/OU TECIDOS PARA FINS DE TRANSPLANTES:
( )Coragdo ( )Figado ( )Rins ( )Pancreas ( )Pulmdes () Intestino
( ) Coragdo paravalvas [ ) Globoocular () TME-Ossos ( )Pele
( )Outros:

() Os érgdos e/ou tecidos que ndo forem utilizados para transplante, devido a sua qualidade,
podem ser utilizados para fins cientificos (ensino e pesquisa)

Obs: O autorizante ndo aceita a retirada, especificamente do érgdo/tecido:

Testemunha (1) Nome legivel:

RG/CPF n°. Parentesco: Telefone: ( )

Endereco completo:

Assinatura:

Testemunha (2) Nome legivel:

RG/CPF n®, Parentesco: Telefone: ()

Endereco completo:

Assinatura: Pr
ofissional responsavel pela CIHDOTT:

Nome Completo: Conselho: Assinatura:

Secretaria de Saidde
Central Estadual de Transplante do Parana
Rua Bardo do Rio Branco. 465 - 1° Andar - Centro
Fone: (41) 3304 - 1900 - Fax: (41) 3304 - 1903 CEP: 80010 - 180 - Curitiba - Parana
Http://www.saude.pr.gov.br e-mail: sesatran@sesa.pr.gov.br
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