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RESUMO

Introdugéo: A disparidade entre o numero de candidatos a transplante hepatico e de
enxertos disponiveis, gera o fendmeno de escassez de enxertos. Para enfrentar esse
problema, uma das estratégias possiveis € a expansao dos critérios para aceitagéo de
enxertos. Todavia o uso de enxertos n&do-ideais aumento o risco de disfung&o primaria
do enxerto (DPE). O diagnostico precoce da DPE pode potencialmente levar a uma mais
rapida intervengdo. Diversos biomarcadores foram estudados para o diagnodstico da
DPE, porem ainda ndo ha um consenso sobre o tema.

Objetivo: Revisar a literatura sobre o tema da disfungéo do enxerto e validar o Fator V
plasmatico no primeiro dia pos-operatorio (1°PO) como um biomarcador de DPE e perda
precoce do enxerto apds transplante hepatico.

Métodos: Analise retrospectiva dos niveis de Fator V no 1°PO de transplante hepatico.
Pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com os niveis de Fator V:
<36.1U/mL e >36.1U/mL. O desfecho primario foi DPE como definido por Olthoff et al.
Preditores dos desfechos foram identificados por regressé&o logistica.

Resultados: 227 pacientes foram incluidos no estudo: 74 com Fator V <36.1U/mL e 153
com Fator V >36.1U/mL. Dentre os pacientes com Fator V <36.1U/mL, 41 (55.4%)
tiveram DPE, enquanto 20 (13.1%) pacientes com Fator V >36.1U/mL tiveram DPE,
p<0.001. Em um modelo de multiplas variaveis, Fator V plasmatico foi um preditor
continuo de DPE [OR=0.96 (95%CI 0.94-0.98) por U/mL]. Entre os dois grupos em
estudo, pacientes com Fator V <36.1U/mL tiveram sobrevida do enxerto em 1, 3 e 6

meses de 82%, 74% e 74%, respectivamente, enquanto pacientes com Fator V



>36.1U/mL tiveram sobrevida do enxerto de 98%, 95% e 95%, respectivamente
(p=0.001). Fator V foi um preditor continuo para perda do enxerto em 3 e 6 meses
[(OR=0.96 (95%CI 0.94-0.99) e OR=0.97 (95%CI 0.94-0.99) per U/mL], enquanto a
definicdo de DPE n&o foi significante quanto ajustada para os niveis de Fator V.

Concluséo: Fator V é um biomarcador precoce de EAD e pode ser aplicado de forma

continua como preditor de perda precoce do depois de transplante hepatico.

Palavras-chave: biomarcador, faléncia hepatica, disfuncdo precoce de enxerto, nao-

funcao primaria do enxerto, sobrevida do enxerto.



ABSTRACT

Background: The imbalance between the number of patients waiting for a liver
transplantation and the number of available grafts generates a scarcity of grafts. To face
this problem, on possible strategy is to expand the criteria for acceptance of grafts.
However, the use of non-ideal grafts increases the risk of early allograft dysfunction
(EAD). The early diagnosis of EAD potentially could led to faster intervention. Several
biomarkers have been studied for the diagnosis of EAD, however, there is no consensus
on this matter.

Aims: To review the literature on graft dysfunction and to assess Factor V as a biomarker
of EAD and a predictor of graft loss after liver transplantation (LT).

Methods: We retrospectively assessed the serum Factor V on postoperative day 1 after
LT. Patients were divided according to Factor V level: £36.1U/mL and >36.1U/mL. The
primary outcome was graft loss within 1-, 3- and 6-months. The secondary outcome was
EAD as defined by Olthoff et al. Predictors of outcomes were identified by multivariable
logistic regression.

Results: 227 patients have been included in the study: 74 with Factor V <36.1U/mL and
153 with Factor V >36.1U/mL. Among the patients with Factor V <36.1U/mL, 41 (55.4%)
had EAD whereas 20 (13.1%) patients with Factor V >36.1U/mL had EAD, p<0.001. In a
multivariable regression model, Factor V was continuous a predictor for EAD [OR=0.96
(95%CI 0.94-0.98) per U/mL]. Between the study groups, patients with Factor V
<36.1U/mL had a 1-, 3- and 6-months graft-survival of 82%, 74% and 74% whereas

patients with Factor V >36.1U/mL had 98%, 95% and 95%, respectively (p=0.001). Factor



V was a continuous predictor for 3- and 6-month graft loss [(OR=0.96 (95%CI 0.94-0.99)
and OR=0.97 (95%CI 0.94-0.99) per U/mL] whereas EAD was not significant when
adjusted for Factor V.

Conclusion: Factor V is an early biomarker for EAD and is continuous predictor of short-
term graft loss and after LT. Factor V is a promisor biomarker for short-term outcomes

after LT.

Keywords: Biomarker, liver failure, early allograft dysfunction, primary non-function,

graft-survival
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1 INTRODUGAO

Transplante hepatico € um tratamento mundialmente reconhecido para doenga
hepatica terminal e, em casos selecionados, para carcinoma hepatocelular e outras
neoplasias hepaticas.” O primeiro transplante hepatico foi realizado por Thomas Starzl,
em 1967.2 Desde entdo, no mundo todo, o transplante hepatico tem evoluido
continuamente e até entdo mais de 80.000 pacientes ja receberam transplantes
hepaticos.® As taxas de sobrevida vém aumentando significativamente nos ultimos 25
anos, atingindo 96% e 71% in 1 e 10 anos, respectivamente.* Esse grande sucesso
relacionado ao transplante hepatico deve-se a varios avangos como novos
imunossupressores, solugbes de preservagdo, melhorias na técnica cirurgica e

identificagdo precoce de complicagdes.®

No Brasil, o primeiro transplante hepatico foi realizado em 1968.6 Em 2017, foram
realizados 2.109 transplantes hepaticos, colocando o pais na segunda colocagao
mundial em ndmero absoluto de transplantes de figado.” Entretanto, no mesmo ano,
2.829 pacientes ingressaram na lista de espera por um transplante hepatico no Brasil.”
Essa disparidade entre o numero de candidatos e de enxertos disponiveis, gera o

fendbmeno de escassez de enxertos hepaticos.

Para enfrentar a escassez de enxertos, uma das possibilidades é aumentar o
numero de enxertos disponiveis. Para esse fim, os critérios de aceitagdo de enxertos

hepaticos s&o constantemente colocados a prova. O uso de enxertos outrora rejeitados
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como os de provenientes de doadores mais velhos, figados gordurosos, doagdes apos

morte cardiaca e enxertos bipartidos ja sdo uma realidade em muitos centros.?1°

Por outro lado, o uso de enxertos “ndo-ideais” pode estar relacionado a um
aumento no risco de disfuncédo do enxerto no pés-operatorio.'” A disfungdo precoce do
enxerto (DPE) esta relacionada a piores sobrevidas do enxerto e do receptor apos
transplante hepatico. Esse balango entre aumentar o numero de enxertos disponiveis
controlando as potenciais complicagdes de enxertos marginais é dificil de ser

encontrado.

Hoje, ha uma auséncia de um marcador ou teste diagndstico que possa definir a
DPE com precisdo. Diversos conceitos e marcadores foram propostos até o momento.
Um biomarcador utilizado em hepatologia € o Fator de coagulagdo numero V. O uso do
Fator V plasmatico é consagrado na insuficiéncia hepatica aguda. Todavia seu uso no
poOs-operatorio do transplante hepatico € limitado. Portanto, o objetivo desse estudo é
investigador o potencial do Fator V plasmatico como ferramenta na avalicdo de pacientes

apos transplante hepatico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Disfungao do enxerto

Disfungcdo do enxerto € associada com piora da sobrevida do enxerto e do
receptor.’? Independentemente da definicdo de DPE adotada, a prevaléncia da DPE ¢é
descrita entre 9 e 25%.'3'* DPE também esta associada com internagédo hospitalar
prolongada (muitas vezes em unidade de terapia intensiva), uso de exames laboratoriais
e de imagem, impactando pesadamente nos custos do atendimento ao receptor de
transplante hepatico.'®151® A DPE é uma entidade dependente de fatores relacionados
ao doador, ao proprio enxerto, a técnica cirurgica e ao receptor (Figura 1). Esse complexo

arranjo de variaveis torna a definigdo de DPE causa de debate na transplantologia.

Fatores do proprios do enxerto Fatores do doador
Grau de esteatose Idade
Tamanho IMC

Oferta local vs. nacional
Comorbidades
Causa do 6bito

/
N

Fatores da cirurgia
Tempo de isquemia quente
Tempo de isquemia fria
Tempo cirargico
Perda sanguinea

Capacidade de inflow
Capacidade de outflow
Sindrome de injuria-reperfusdo

N\
”

Fatores do receptor
Idade
IMC
Status nutricional
Etiologia da doenga hepatica
Comorbidades

DISFUNGCAO DO
ENXERTO

Figura 1: Esquema demonstrando o impacto dos diversos fatores relacionados a

disfuncao do enxerto.
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Até o presente momento, o conceito de disfungdo do enxerto apds transplante
hepatico ndo é universal, e varias definigcdes e critérios para disfuncdo do enxerto foram
propostos. Comumente, diversos termos s&o aplicados como referéncia ao enxerto que,
logo apos implantado, apresenta uma fungdo pobre.'? Além de DPE, outras definigbes

aplicadas na literatura do tema sao “fungao inicial pobre” e “ndo-fungéo primaria”.

Funcgéao inicial pobre € um termo geral que engloba todas os casos em que o
enxerto ndo apresenta fungao ideal apds o transplante. Nao-fungéo primaria é, em geral,
um termo aplicado para a necessidade de re-transplante ou morte devido a incapacidade
do enxerto de manter as fungdes vitais do receptor no pds-operatorio imediato do
transplante. Diversas s&o os critérios publicados com definicbes de fungao inicial pobre.
A Tabela 1 apresenta esses critérios. Apesar de divergirem sobre as definigdes, os
autores concordam que funcgao inicial pobre impacta nos desfechos apos transplante

hepatico.'?

Tabela 1: Definigoes de fungao inicial pobre e nao-fung¢ao primaria

Estudo Funcéo inicial pobre Nao-funcio primaria
Broering et al."’ ALT ou AST ou glutamato Enxerto que néo seja capaz
dehidrogenase > 2000 U/L de manter as fungdes vitais
Uso de plasma por mais de 5 ou 6bito do receptor ate o
dias 10°PO
Nanashima et al."® Duas medidas consecutivas Necessidade de re-
de AST ou AST > 1500U/L transplante ou morte do
até o 3°PO receptor até o 3°PO
Heise et al.’® Escore envolvendo ALT, AST, ]
fluxo de bile, INR até o 14°PO
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Tekin et al.?°

AST > 1500U/L e tempo de
protrombina > 20s no 7°PO

Necessidade de re-
transplante ou morte do
receptor até o 7°PO

Ben-Ari et al.?’!

AST ou ALT > 2000U/L no
2°PO ou INR > 1.6 do 2° ao
10°PO

Kremers et al.?

ALT > 2500 U/L e glicose <
60mg/dL e INR > 2.5

Pokorny et al.?

AST > 2500U/L ou
necessidade de
hemoderivados por mais de
dois dias.

Necessidade de re-
transplante ou morte do
receptor até o 7°PO

Monbaliu et a

|24

Encefalopatia persistente e
acidose refrataria e
hipoglicemia e coagulopatia
graves, baixa producédo de
bile e aumento de AST.

Cieslak et al.?®

AST ou ALT > 2500 U/L ou
aumento INR > 50% do 1° ao
7°PO

Dhilon et al.?®

[(AST+ALT)/2] no 2°PO,
diagnostico se >986

Necessidade de re-
transplante ou morte do
receptor até o 7°PO

Nemes et al.?’

Se [bilirrubina total / INR] > 1
no 5°PO

Olthoff et al.?®

Bilirrubina total = 10mg/dL no
7°PO ou INR = 1.6 no 7°PO
ou AST ou ALT > 2000U/L do
1° ao 7°PO

Stockmann et a
al.*>®

|29

e Lock et

Duas leituras de LiMax
durante o 1°PO = 60-
120ug/kg por hora

Duas leituras de LiMax
durante o 1°PO < 60ug/kg
por hora

Mathe et al.®'

Duas medidas consecutivas
de ASP ou ALT > 1500U/L
até o 3°PO

Necessidade de re-
transplante ou morte do
receptor até o 3°PO

Abreviagbes: AST: Aspartato transaminases; ALT: Alanina aminotransferase; LiMax: liver

maximal function capacity; PO: dia pos-operatorio.
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Em meio a todas as definicdes de funcao inadequada do enxerto, o mais aceito é
o conceito de Olthoff et al.?® De acordo com essa definicdo, DPE estaria presente em
casos em que as transaminases forem maiores que 2000 U/L dentro da primeira semana
poOs-operatoria ou a bilirrubina total for maior que 10 mg/mL ou o INR for maior que 1,6
no 7°PO. De acordo com essa definigdo, pacientes com diagnostico de DPE tem um risco

relativo de morte de 10.7 (IC 95% 3.6 — 31.9).

Duas das maiores limitagdes do conceito de DPE cunhado por Olthoff et al. é sua
natureza dicotdmica, tornando impossivel identificar a variancia de risco que existe entre
diferentes pacientes com DPE, e o fato de alguns pacientes serem diagnosticados
tardiamente. Tentando melhorar a identificagdo de pacientes em maior risco de DPE,
Pereja et al criaram o “model for early allograft function (MEAF) score” .32 O escore MEAF
€ um escore continuo baseado em niveis de transaminases, INR e bilirrubina total do 1°
ao 3°PO e bilirrubina total no 3°PO. Sendo escore continuo, 0 aumento de uma unidade
de MEAF score representa um aumento no risco de morte em 3 meses de 2.66 vezes
(IC 95% 2.06 — 3.44). Aléem da caracteristica continua, outras vantagens do MEAF
escorem sao sua rapida aplicabilidade e ser capaz de prever a disfungdo do enxerto
antes do conceito de DPE. Entretanto, por ser baseado nas mesmas variaveis
laboratoriais, 0 MEAF escore, ao menos em teoria, tem capacidade limitada de adicionar
informacdes novas quando comparado a definicdo de Olthoff. Recentemente Jochmans
et al. demonstraram que o MEAF escore se sobrepbe a capacidade preditiva de

mortalidade pds-transplante sobre o conceito de DPE.33
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2.2 Outros preditores de disfungao do enxerto

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para identificar novos preditores de
disfungdo do enxerto. O verde de indocianina é largamente utilizado na avaliagado da
fungdo hepatica, principalmente no pré-operatério de hepatectomia.®* No cenario do pds-
operatério de transplante hepatico, a capacidade de excrecédo do verde de indocianina
pela via biliar pode ser medida como parte da avaliacdo da fungdo do enxerto. Olmedilla
et al. desenvolveram um escore para prever mortalidade em um més pds-transplante
baseado na taxa de excregao do ver de indocianina (2 pontos se <10%) e no valor do
INR (2 pontos se = 2.2).3° O critério de Olmedilla et al tem 95% de sensibilidade e 94%
de valor preditivo negativo para pacientes com score igual a 3 ou mais. Uma importante
limitacdo do uso da capacidade de excrecao do verde de indocianina apds transplante
hepatico é a sua dependéncia do adequado fluxo arterial do enxerto. Portanto, a medida
do teste pode ser falsamente prejudicada pela trombose de artéria hepatica ou

instabilidade hemodinamica.36:37

O teste da capacidade maxima hepatica [liver maximal function capacity (LiMax)]
€ um teste de halito que mede a capacidade do figado de metabolizar a metacentina de
carbono 13. A metacentina de carbono 13 é administrada intravenosamente,
metabolizada pelo citocromo P450 e seu metabolito € excretado pela via aérea. Um teste
quantitativo foi desenvolvido para determinar DPE aplicando LiMax. Segundo Stockmann

et al. valores entre 60 e 120 ug/kg por hora estdo associados a funcdo hepatica
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prejudicada, enquanto valores menores que 60 ug/kg estdo associados a n&o fungao do
enxerto. Ate o presente momento a maior limitagdo do LiMax é o fato da técnica ter sida

desenvolvida e validade em um unico centro; carecendo, portanto, de validade externa.

O lactato é metabolizado pelo figado e, entdo, baixas taxas de conversdo de
lactato estariam associadas a piora da funcdo do enxerto apds transplante hepatico. A
taxa de conversao de lactato, medida pela razdo entre dois niveis de lactato em
diferentes momentos, ja € associada a mortalidade de pacientes internados em unidades
de terapia intensiva.®® Wu et al. avaliaram o impacto da taxa de conversdo do lactato
como preditor de DPE.3° Nesse interessante estudo, os niveis absolutos de lactato n&o
impactaram no desfecho, porém a taxa de conversao (clearence) do lactato foi altamente
preditivo de DPE. A acuracia foi de 96.1% com um ponto de corte de 24.8% de taxa de
conversao de lactato. Pacientes com taxa de conversao de lactato abaixo de 28.8% por
hora tiveram uma razéo de chances de 169.0 (IC 95% 52.5 — 544.1) para desenvolver

DPE.

2.3 FatorV

A literatura sobre o uso do Fator V na avaliacdo da funcdo hepatica € muito
escassa. Os primeiros estudos correlacionando Fator V com a fungdo hepatica foram
realizados a partir da década de 1970 em pacientes com insuficiéncia hepatica aguda.*°-
42 Atualmente, os niveis plasmaticos de Fator V fazem parte dos critérios para o

diagnostico de insuficiéncia hepatica aguda.*3-45
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Fator V € um cofator do complexo de protrombinase, que ativa protrombina em
trombina e interage com diversos fatores da cascata de coagulagdo.*® Fator V é
primariamente produzido pelo figado e 80% do Fator V circula livremente no plasma.*’
Sua meia-vida é curta (12 — 36 horas) e sua produgéo é independente da vitamina K.
Essas caracteristicas singulares do Fator V tornam os niveis de Fator V plasmatico
dependentes da fungao hepatica. Doyle et al. e Stock et al. demonstraram que o Fator V
plasmatico esta relacionado a perda do enxerto.*34° No estudo de Stock et al. niveis de
Fator V plasmatico menores que 50U/mL estiveram relacionados a piora da sobrevida
apos transplante. Doyle et al. demonstraram que Fator V no 2°PO tem uma acuracia de
67% para prever perda do enxerto. Em um estudo prévio, Zulian et al. correlacionaram
os niveis de Fator V a faléncia primaria do enxerto.®® Nesse estudo, niveis de Fator V
menores que 41.5U/L foram relacionados com um risco de perda do enxerto em 3 meses

[risco relativo 5.3 (IC 95% 1.4 — 20.2)].
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel prognostico dos niveis plasmaticos de Fator V no pds-operatorio imediato

de transplante hepatico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar os niveis plasmatico de Fator V como preditores de DPE,
comparando-o com uma definigdo previamente validada de DPE.
3.2.2 Aviar os niveis plasmatico de Fator V como preditor de sobrevida do enxerto

em 1, 3 e 6 meses apos transplante hepatico.
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4.1 Resumo

Introducdo: Fator V nunca foi validado como um marcador de disfungdo precoce do
enxerto (DPE).

Objetivo: Validar o Fator V plasmatico no primeiro dia pés-operatério (1°PO) como um
biomarcador de DPE e perda precoce do enxerto apds transplante hepatico.

Métodos: Analise retrospectiva dos niveis de Fator V no 1°PO de transplante hepatico.
Pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com os niveis de Fator V:
<36.1U/mL e >36.1U/mL. O desfecho primario foi DPE como definido por Olthoff et al.
Preditores dos desfechos foram identificados por regresséo logistica.

Resultados: 227 pacientes foram incluidos no estudo: 74 com Fator V <36.1U/mL e 153
com Fator V >36.1U/mL. Dentre os pacientes com Fator V <36.1U/mL, 41 (55.4%)
tiveram DPE, enquanto 20 (13.1%) pacientes com Fator V >36.1U/mL tiveram DPE,
p<0.001. Em um modelo de multiplas variaveis, Fatoe V plasmatico foi um preditor
continuo de DPE [OR=0.96 (95%CI 0.94-0.98) por U/mL]. Entre os dois grupos em
estudo, pacientes com Fator V <36.1U/mL tiveram sobrevida do enxerto em 1, 3 e 6
meses de 82%, 74% e 74%, respectivamente, enquanto pacientes com Fator V
>36.1U/mL tiveram sobrevida do enxerto de 98%, 95% e 95%, respectivamente
(p=0.001). Fator V foi um preditor continuo para perda do enxerto em 3 e 6 meses
[(OR=0.96 (95%CI 0.94-0.99) e OR=0.97 (95%CI 0.94-0.99) per U/mL], enquanto a
definicdo de DPE n&o foi significante quanto ajustada para os niveis de Fator V.
Concluséo: Fator V é um biomarcador precoce de EAD e pode ser aplicado de forma

continua como preditor de perda precoce do depois de transplante hepatico.
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Palavras-chave: biomarcador, faléncia hepatica, disfuncdo precoce de enxerto, nao-

funcao primaria do enxerto, sobrevida do enxerto.



4.2 Introducgao

Transplante hepatico € um tratamento mundialmente reconhecido para doenga
hepatica terminal e em casos selecionados, para carcinoma hepatocelular." Infelizmente,
ha uma disparidade entre o numero de pacientes candidatos a transplante hepatico e o
numero de enxertos disponiveis. Essa escassez de enxertos resulta em aumento da
mortalidade de pacientes listado para transplante.? Para enfrentar a escassez de
enxertos, varias estratégias tém sido desenvolvidas para aumentar o numero de enxertos
disponiveis.> O uso de enxertos provenientes de doadores mais velhos (>70 anos),
figados gordurosos, doagbes apos morte cardiaca e enxertos bipartidos ja sdo uma
realidade em muitos centros.*® Por outro lado, o use de enxertos “ndo-ideais” pode estar
relacionado a um aumento no risco de disfungdo do enxerto no pds-operatério.” Na ultima
década, varias definigdes de disfungéo precoce do enxerto (DPE) foram publicadas.8 Em
2010, Olthoff et al. publicaram a definicdo de DPE que tornou-se a mais aceita
mundialmente.® De acordo com essa definicdo, DPE estaria presente em casos em que
as transaminases forem maiores que 2000 U/L dentro da primeira semana pos-operatoria
ou a bilirrubina total for maior que 10 mg/mL ou a razdo normalizada internacional (INR)
for maior que 1,6 no sétimo dia pds-operatério (PO). Pacientes que preencham esses
critérios tém aumento do risco de mortalidade em 6 meses.® Contudo, uma limitagdo
desse conceito de DPE é sua caracteristica dicotdmica. Devido a essa caracteristica,
esse conceito de DPE n&o fornece nenhuma informacéo adicional sobre o risco de
mortalidade entre pacientes com diferentes graus de disfungdo do enxerto.'®'" Ainda, é

sabido que o poder progndéstico de escores binarios (ou dicotdmicos) é inferior ao dos
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escores continuos.'?> Além disso, em alguns casos, a DPE s6 podera ser diagnosticada
no 7°PO. Portanto, esse conceito pode ndo ser muito util no contexto clinico de um
paciente com fungdo do enxerto prejudicada dentro da primeira semana apos transplante
hepatico. Dessa forma, um biomarcador que possa prever desfechos de curto-prazo mais
cedo que a definicdo corrente de DPE podera resultas em uma identificacao precoce de
pacientes de alto risco para perda precoce do enxerto. Um diagnostico mais precoce
poderia resultar em uma intervencdo mais precoce e, potencialmente, diminuir a

morbidade e a mortalidade relacionada a disfungao precoce do enxerto.

Fator V € um cofator do complexo de protrombinase, que ativa protrombina em
trombina e interage com diversos fatores da cascata de coagulagdo.?® Fator V é
primariamente produzido pelo figado e 80% do Fator V circula livremente no plasma.?’
Sua meia-vida é curta (12 — 36 horas) e sua produgéo é independente da vitamina K;
dependente, portanto, diretamente da fungao hepatica. Nés demonstramos previamente
que Fator V é relacionado a mortalidade de curto prazo apos transplante hepatico.'®
Entretanto, Fator V nunca foi comparado a uma definicdo validade de DPE. Portando, o
objetivo deste estudo foi avaliar os niveis plasmatico de Fator V como preditores de DPE

e de sobrevida do enxerto apds transplante hepatico.

4.3 Métodos

4.3.1 Desenho do estudo e populagao
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Este foi um estudo retrospectivo que avaliou pacientes adultos (idade =218 anos)
que foram submetidos a transplante hepatico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
entre 1° de marco de 2007 e 1° de margo de 2017. Pacientes que receberam enxertos
de doadores vivos, pacientes que receberam multiplos 6rgdos e pacientes com
informacdes incompletas no prontuario foram excluidos. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG n°16-0456).
O consentimento informado dos pacientes foi dispensado devido as caracteristicas
retrospectivas do estudo. Esse estudo cumpre com a declaracdo STROBE para estudos

retrospectivos.'®

4.3.2 Coleta de dados e desfechos

Foram coletados dados demograficos dos doadores e dos receptores. Para
garantir a acuracia dos dados e minimizar o risco de viés de informagéo, todos os dados
foram revisados independemente por 3 pesquisadores (AG, CP e JEP). As informacdes
dos receptores foram coletas do prontuario eletrdbnico no centro do estudo. As
informagdes dos doadores foram coletas junto a Central do Transplantes do Estado do
Rio Grande do Sul. Dados dos receptores incluiram MELD, plaquetas, creatinina basal,
etiologia da doenga hepatica (categorizada entre viral crénica e outras causas) e se o
paciente tinha ou ndo carcinoma hepatocelular diagnosticado no pré-operatorio.
Variaveis dos doadores incluiram indice de massa corporal (IMC) e causa da morte.
Varaveis da cirurgia incluiram tempo de isquemia quente e fria, tempo cirurgico e perda

sanguinea. O uso de hemoderivados (concentrado de hemacias e plasma fresco)
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também foi registrado como variavel dicotdmica. Os dados laboratoriais dos pacientes
durante a primeira semana pds-transplante foram registrados da seguinte forma: alanina
transaminase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) diarias, INR e bilirrubina total no
7°PO. O diagnostico de injuria renal aguda (IRA) foi definido como aumento maior que
1,5 vezes na creatinina basal dentro das primeiras 48 horas apds o transplante. Também
foram registradas a ocorréncia de trombose de artéria hepatica (TAH) dentro da primeira
semana pos-operatoria. Diagnostico de HAT foi feito por tomografia computadorizada
com contraste ionizado. O desfecho primario do estudo foi perda do enxertoem 1,3 e 6
meses. Perda do enxerto foi definida como a necessidade de re-transplante ou morte do
paciente. Os desfechos secundarios foram a ocorréncia de DPE e a sobrevida global do
paciente em 1, 3 e 6 meses. Definimos DPE quando qualquer um dos critérios estivesse
presente: ALT ou AST 22000 U/L durante a primeira semana pos-operatoria ou INR =

1,6 ou bilirrubina total = 10 mg/dL no 7°PO.°

4.3.3 Transplante hepatico e cuidados poés-operatorios

Todas as captagdes de 6rgéos foram realizadas por cirurgides certificados pela
Central de Transplantes do Estado do Rio Grande do Sul. Todos os transplantes foram
ABO compativeis. A solucdo de preservagao utilizada foi histidina-tryptophan-
cetoglutarato ate 2011 e solugdo Instituto Georges Lopez de 2011 em diante. Biopsia do
enxerto foi realizada em casos selecionados. Em geral, nés realizamos biopsia do
enxerto em casos em que o doador tivesse IMC >30 kg/m? ou se o time de captagdo

considerasse 0 enxerto macroscopicamente esteatotico. Para enxertos com
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macroesteatose, um limite de 60% foi aplicado para aceitagdo. Todos os transplantes
foram realizados pelo mesmo time de cirurgides (CRPK, ADC, TIMG e IL) utilizando a
técnica de “piggy-back’. No pds-operatorio, todos os pacientes foram manejados pela
mesma equipe de cuidados intensivos ate o 3°PO. Dieta enteral foi iniciada no 1°PO.
Ultrassom com Doppler foi realizado diariamente como parte de nossa rotina ate o 7°PO.
O uso de concentrados de hemacias e de plasma fresco foi embasado nos resultados da
tromboelastrografia.’® Imunossupressdo padrdo foi realizada com regimes contendo
tacrolimus, micofenolato e esteroides. Para pacientes com IRA, indugédo com bisiliximab

foi utilizada.

4.3.4 Fator V

Como uma de nossas rotinas, todos os pacientes tiveram Fator V plasmatico
dosado no 1°PO. Utilizamos o primeiro dia pds-operatério como medida devido a meia-
vida do Fator V (12 — 36 horas); dessa forma, portanto, os niveis de Fator V entre 24 e
48 horas de pos-operatorio devem refletir principalmente o Fator V produzido pelo
enxerto ao invés do produzido pelo figado nativo. O ensaio do Fator V foi realizado por
coagulometria e lido por um leitor 6ptico no aparelho Density Max (Tcoag Stago Group,
Bray, Co. Wicklow, Irlanda). O controle de qualidade foi feito em dois niveis com controle
nivel 1 Trinicheck™ e nivel 2 Trinicheck™ Abnormal Control™ (Tcoag Stago Group,
Bray, Co. W.icklow, Irlanda). Todos os procedimentos respeitaram guidelines

internacionais.®
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4.3.5 Analise estatistica

Dados descritivos foram expressos por media e desvio padrao ou mediana e
distancia interquartis e comparados pelos testes de t de Student ou U de Mann-Whitney
quando apropriado. Normalidade foi testada aplicando o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Variaveis categoricas foram expressas em proporcdes e testadas com teste de chi-
quadrado com correcdo de Fisher. Uma curva receiver operating characteristics (ROC)
foi criada com Fator V como preditor de perda do enxerto em 6 meses e a area embaixo
da curva (AUC) foi calculada (Figura 1). A AUC foi 0.78. O ponto de corte 6timo para o
Fator V como preditor de perda do enxerto em 6 meses foi de 36.1 U/mL, determinado
por indice de Youden.?° Com esse ponto de corte, o Fator V atingiu uma sensibilidade

de 73% e uma especificidade de 70% para perda do enxerto em 6 meses.
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Figura 2 — Curva receiver operating characteristics do Fator V como preditor de perda

do enxerto em 6 meses

A sobrevida do enxerto e do paciente foram determinadas por curvas de Kaplan-
Meier e comparagdes entre grupos foram feitas pelo teste de log-rank. O tempo de
sobrevida foi definido como o tempo entre a definicdo dos grupos (i.e. o dia da medida
do Fator V) e a morte, ultima visita ambulatorial ou o final do estudo em 31 de dezembro
de 2017. Escolhemos o dia da medida do Fator V como dia do inicio do seguimento dos
pacientes ao invés do dia do transplante devido ao fato de os grupos ainda n&o serem
conhecidos no dia do transplante. Isso foi feito para respeitar dos principios da analise

de sobrevida Kaplan-Meier, aumentando a acuracia dos resultados. Portando a
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sobrevida do enxerto foi definida como o periodo entre a definicdo dos grupos (i.e. 1°PO)
e o re-transplante, morte, ultima visita ou o final do estudo. Regressao logistica
univariavel e multivariavel foram calculadas para identificar preditores de DPE e perda
do enxerto em 1, 3 e 6 meses. Variaveis com p < 0.10 na analise univariavel foram
incluidas no modelo multivariavel. O modelo final foi escolhido pela abordagem stepwise-
backward aplicando um nivel de significancia de 0.10 para remocgédo e de 0.05 para
inclusdo no modelo. Para garantir a comparabilidade entre o Fator V e o conceito de
DPE, mantivemos ambas as variaveis em todos os modelos multivariaveis a despeito de
seu nivel de significancia. Os resultados das regressdes foram descritos em odds ratio
(OR) acompanhados de intervalos de confianga (IC) de 95%. Todos os pacientes do
estudo foram acompanhados por no minimo 12 meses, portando diferencas de
seguimento n&o afetaram os resultados da regresséo logistica. As suposi¢gdes das
regressdes logisticas ndo foram violadas como demonstrado pelo teste de Hosmer-
Lemeshow. Um nivel de significancia de p < 0.05 foi considerado como estatisticamente
significante. Todas as analises foram realizadas utilizando o aplicativo STATA 15.0 (Stata

Corp. College Station, Texas, USA)

4.4 Resultados

4.4.1 Populagao em estudo

Durante o periodo do estudo, 247 adultos foram submetidos a transplante

hepatico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Entre esses, 20 foram excluidos do
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estudo: 2 pacientes receberam enxertos de doadores vivos (transplante domino), 2
receberam multiplos 6rgéos (figado e rim) e 16 pacientes tinham dados incompletos no
prontuario. Portanto, a populacéao final do estudo foi composta por 227 pacientes com
dados completos. Setenta e quatro foram incluidos no grupo com Fator V <36.1 U/mL e
153 pacientes foram incluidos no grupo com Fator V > 36.1 U/mL. As caracteristicas
basais dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 2. As caracteristicas pré-operatérias
dos pacientes foram semelhantes entre os grupos. Os pacientes no grupo com Fator V
< 36.1 tiveram cirurgias mais longas, mais perda sanguinea, mais necessidade de
transfusdes de concentrado de hemacias e de plasma fresco e maior incidéncia de IRA.
O seguimento médio foi de 29.5 (DIQ 15.1 — 55.0) meses, sem diferengas entre os grupos
[Fator V <36.1 U/mL 25.5 (DIQ 6.5 — 66.4) e Fator V > 36.1 U/mL 30.6 (DIQ 16.9 — 52.8),

p = 0.24]

Tabela 2: Caracteristicas basais dos pacientes em estudo

De acordo com niveis de Fator V

Varidveis Toda a coorte Fator V < 36.1 Fator V > 36.1
n =227 U/mL U/mL p

n=74 n =153
Caracteristicas dos receptores
Sexo, masculino (%) 137 (60.4) 50 (67.6) 87 (56.9) 0.12
Idade, anos [mediana
(DIQ)] 57 (50 — 62) 57.0 (48.0-61.2) | 57.0(51.0-62.0) | 0.61
Etiologia da doenga
hepatica (%) 010

Hepatite viral 166 (73.1) 49 (66.2) 117 (76.5)
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Outra 61 (26.9) 25 (33.8) 36 (23.5)
CHC, sim (%) 125 (55.1) 36 (48.6) 89 (58.2) 0.18
MELD [mediana 13 (10 - 19) 14 (11 - 22) 13(10-18) | 0.06
(DIQ)]
Plaquetas, 10°/uL 75.0 (51.5 -
[mediana (DIQ)] 75 (52 — 105) 73.5 (53.5 - 106.5) 105.0) 0.88
Creatinina pré-
operatoria, mg/dL 0.84 (0.69 — 1.16) 0.90 (0.72-1.45) | 0.82(0.68—-1.04) | 0.02
[mediana (DIQ)]
Caracteristicas dos doadores
Sexo, masculino (%) 134 (51.0) 46 (62.2) 88 (57.5) 0.50
Idade, anos [mediana
(DIQ)] 42 (23 - 53) 44.0(23.0-52.7) | 40.5(22.0-53.8) | 0.90
IMC doador, Kg/m? 24.78 (22.85 - _ B
[mediana (DIQ)] 26.77) 244 (22.8-26.4) | 25.2(23.1-27.3) | 0.31
Causa da morte
Acidente
cerebrovascular (%) 118 (52.00) 36 (48.6) 82 (53.6) 0.68
Traumatica (%) 89 (39.20) 30 (40.5) 59 (38.6)
Outro (%) 20 (8.80) 8(10.8) 12 (7.8)
Caracteristicas cirurgicas
Tempo cirurgico,
horas, [mediana 5.5 (4.50 — 6.45) 6.0 (6.2-7.3) 5.2(4.5-6.0) | <0.001
(DIQ)]
Perda sanguinea,
10°mL, [mediana 29(25-4.7) 45(2.7-5.5) 2.7(2.0-3.5) | <0.001
(DIQ)]
Tempo de isquemia
fria, min [mediana 445 (430 — 472) 450 (430 —470) 440 (425 — 483) 0.87
(DIQ)]
Tempo de isquemia
quente, min [mediana 35 (30 —40) 35(32-42) 35 (30 —40) 0.05

(DIQ)]
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Caracteristicas pds-operatdrias

Concentrado de
hemacias nas

e o sim 142 (62.6) 57 (77.0) 85 (55.6) 0.001

(%)

Plasma fresco nas

primeiras 48h’, sim 139 (61.2) 59 (79.7) 80 (52.3) <0.001

(%)

Injuria renal aguda,

o (o) 66 (29.1) 28 (37.8) 38 (24.8) 0.04

Trombose da artéria

roatien o (%) 14 (6.2) 5(6.8) 9(5.9) 0.80
TI .

f‘[ﬁg)’] UL [mediana | 765 389 _1567) | 913 (420 — 2569) | 699 (357 — 1439) | 0.10
TI .

?[Iigj]w Lmediana | 504 300 _1116) | 735 (356 1417) | 564 (296 — 1053) | 0.09

Bilirrubina total T,

oo/l median (QRy | 103 (0.95-1.15) | 1.85(0.80-5.05) | 1.20(080-2.9) | 0.06

INR' [mediana (DIQ)] | 1.3(0.8-3.3) | 1.08(0.98—1.24) | 1.01(0.9-1.1) | 0.001

* Inclui o periodo transoperatorio.

T No 7° dia pds-operatorio

T Mediana do maximo valor durante a primeira semana pds-operatéria

Abreviagdes: DIQ: Diferenga interquartis; CHC: Carcinoma hepatocelular; MELD: Model for
end-stage liver disease; IMC: indice de massa corporal; AST: Aspartato transaminase; ALT:
Alanina aminotransferase; INR: International normalized ratio.

4.4.2 Fator V e DPE

Dentre os pacientes com Fator V < 36,1 U/mL, 41 (55,4%) tiveram DPE, enquanto

no grupo com Fator V >36.1U/mL 20 (13.1%) pacientes tiveram DPE, p<0.001. Em um

modelo com multivariaveis, foram identificados como preditores de DPE: tempo cirurgico
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(por hora) [OR 1.31 (IC 95% 1.05 - 1.64)], perda sanguinea (por 1000 mL) [OR 1.27 (IC

95% 1.06 - 1.51)], IRA [OR 3.96 (IC 95% 1.84 - 8.51)] e Fator V plasmatico (por U/mL)

[OR 0.96 (IC 95% 0.94 - 0.98)]. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Regressao logistica univariavel e multivariavel para preditores de disfungao
precoce do enxerto apds transplante hepatico.

Univariavel Multivariavel
OR (C1 95%) p OR (C1 95%) P
Sexo . do receptor (ref.: 0.70 (0.39 - 1.27) 0.24 i i
masculino)
Idade, por ano 0.98 (0.95-1.01) 0.12 - -
Etiologia da doenca hepatica
(ref.: hepatite viral)
Outra | 1.33 (0.70 - 2.54) 0.38 - -
CHC, sim 0.79 (0.44 - 1.42) 0.44 - -
MELD por unidade 1.01 (0.97 - 1.05) 0.54 - -
Plaquetas, por 10%/uL 1.01 (0.99 - 1.02) 0.19 - -
Creatinina pré-operataria, por 0.72 (0.43 - 1.21) 0.22 ) )
mg/dL
Sexo do doador (ref 120 (0.66-2.18) | 0.54 i i
masculino)
Idade do doador, por ano 1.01 (0.99 - 1.02) 0.5 - -
IMC do doador, por Kg/m? 0.92 (0.84 - 1.01) 0.09 - -
Causa de 06bito doador (ref.:
acidente cerebrovascular)
Traumatica | 0.95 (0.51 - 1.76) 0.87 - -
Outra | 0.64 (0.20 - 2.07) 0.46 - -
Tempo cirurgico, por hora 149 (1.23-1.82) | <0.001 | 1.31(1.05-1.64) 0.02
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Perda sanguinea, por

1.000mL 1.48 (1.25-1.75) | <0.001 | 1.27 (1.06 - 1.51) 0.01
Isquemia fria, por min 0.99 (0.98 - 1.01) 0.23 - -
Isquemia quente, por min 1.06 (1.01 - 1.10) 0.01 - -
Concentrado de hemacias nas

primeiras 48h (ref.: ndo) 1.32(0.71-245) | 0.38 i i
Plasma fresco nas primeiras

48h (ref. ndo) 215(1.13-4.12) 0.02 - -
Injuria renal aguda, (ref.: ndo) 3.16 (1.70 - 5.88) | <0.001 | 3.96 (1.84 - 8.51) | <0.001
Trombgse da artéria hepatica |, g (0.33-3.63) 0.88 ) )
(ref.: ndo)

Fator V, por U/mL 0.95(0.93-0.96) | <0.001 | 0.96 (0.94 - 0.98) | <0.001

Abreviaces: OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianga; CHC: Carcinoma hepatocelular;
MELD: Model for end-stage liver disease; IMC: Indice de massa corporal.

4.4.3 Analise de sobrevida

Para toda a coorte, a sobrevida do enxerto e do paciente em 1, 3 e 6 meses foi de

97%, 84% e 80% e 93%, 89% e 88%, respectivamente. Dentre os grupos em estudo, os

pacientes com Fator V < 36.1 U/mL tiveram uma sobrevida atuarial em 1, 3 e 6 meses

de 84%, 76% e 76% enquanto pacientes com Fator V > 36.1 U/mL tiveram 98%, 95% e

95%, respectivamente (p = 0.01). A sobrevida atuarial do enxerto em 1, 3 e 6 meses foi

de 82%, 74% e 74% para o grupo com Fator V < 36.1 U/mL e 98%, 95% e 95% para o

grupo com Fator V >3.61 U/mL, respectivamente (p =0.01). As figuras 3 e 4 demostram

as sobrevidas do enxerto e do paciente entre os dois grupos em estudo.
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Figura 4 — Sobrevida global entre pacientes com Fator V <36.1U/mL e > 36.1U/mL

Variaveis basais disponiveis foram incluidas em um modelo univariavel de
regressao logistica para predizer perda do enxerto em 1, 3 e 6 meses. Os resultados
dessa analise estao disponiveis na Tabela 4. Os resultados da analise com multiplas
variaveis esta apresentado na Tabela 4. Para perda do enxerto em 1 més, DPE teve um
RC de 20.97 (IC 95% 2.51 — 175.13) enquanto Fator V como variavel continua (i.e. por
U/mL) teve uma RC de 0.95 (IC 95% 0.92 — 0.99). Para perda do enxerto em 3 meses,
Fator V (por U/mL) teve RC 0.96 (IC 95% CI 0.94 — 0.99), enquanto DPE nao foi
significante. E para perda do enxerto em 6 meses, Fator V (por U/mL) teve uma RC de

0.97 (IC 95% 0.94 — 0.99) e, novamente, DPE n&o foi significante. Outras variaveis
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capazes de prever perda do enxerto em 1, 3 e 6 meses foram o IMC do doador, o tempo

cirurgico, o uso de plasma fresco e a ocorréncia de TAH (Tabela 5).

Tabela 4: Regressao logistica univariavel para preditores de perda do enxertoem 1,3 e 6

meses apos transplante hepatico.

1 més 3 meses 6 meses
RC (IC 95%) P RC (IC 95%) P RC (IC 95%) P
Sexo do receptor | 1.10 (0.38 — 0.62 (0.27 - 0.57 (0.25 -
(ref.: masculino) 3.15) 0.86 1.41) 0.25 1.27) 0.17
1.01 (0.96 - 0.99 (0.96 - 1.00 (0.96 —
Idade, por ano 1.06) 0.73 1.04) 0.94 1.03) 0.90
Etiologia da
doencga hepatica
(ref.: hepatite viral)
0.90 (0.28 - 1.52 (0.64 — 1.42 (0.60 —
Outra 2.91) 0.86 3.61) 0.34 3.36) 0.42
, 1.39 (0.49 — 0.79 (0.35 - 0.73 (0.33 -
CHC, sim 3.97) 0.54 1.79) 0.58 163) 0.44
: 0.96 (0.89 - 1.01 (0.96 — 1.01 (0.96 —
MELD por unidade 1.04) 0.37 1.06) 0.71 1.06) 0.60
Plaquetas, por 1.01 (0.99 - 1.00 (0.99 — 1.00 (0.99 —
10%/L 1.02) 0.96 1.01) 0.87 1.01) 0.86
Creatinina pré-
operatdria, por 1.13 (0.68 - 0.64 1.25 (0.85 — 0.25 1.26 (0.86 — 0.24
1.87) 1.84) 1.84)
mg/dL
Sexo do doador 1.13 (0.40 - 1.06 (0.46 — 0.99 (0.44 -
(ref.: masculino) 3.15) 0.81 2.43) 0.88 2.24) 0.98
Idade do doador, | 1.01(0.98 - 0.99 (0.97 - 0.99 (0.97 -
por ano 1.05) 0.37 1.02) 0.99 1.02) 0.83
IMC do doador, 0.88 (0.75 - 0.87 (0.76 — 0.88 (0.77 —
por Kg/m? 1.04) 0.14 0.99) 0.04 1.00) 0.06
Causa de 6bito
doador (ref.:
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acidente
cerebrovascular)

0.64 (0.21 —

1.04 (0.45 —

1.16 (0.51 —

Traumatica 1.95) 0.44 2.43) 0.91 2.64) 0.73
0.56 (0.07 - 0.39 (0.05 - 0.39 (0.05 -
Outra 4.70) 0.60 3.15) 0.38 3.15) 0.39
Tempo cirurgico, 1.51(1.18 - 1.48 (1.18 — 1.55 (1.23 -
por hora 1.93) 0.001 1.84) 0.001 194y | <0001
Perda sanguinea, 1.28 (1.10 - 1.21 (1.06 — 1.20 (1.05 -
por 1.000mL 1.49) 0.001 1.39) 0.01 1.38) 0.01
Isquemia fria, por 0.99 (0.98 - 0.99 (0.98 - 0.99 (0.98 -
min 1.01) 0.11 1.00) 0.08 1.00) 0.08
Isquemia quente, 1.04 (0.97 - 1.04 (0.98 — 1.04 (0.99 —
por min 1.12) 0.21 1.10) 0.16 1.10) 013
Concentrado  de
hemacias nas | 1.87(0.58 - 1.72 (0.69 — 1.83 (0.74 —
primeiras 48h (ref. 5.99) 0.29 4.28) 0.24 4.52) 0.19
nao)
Plasma fresco nas
N | 4.81(1.07 - 5.61 (1.63 - 5.91(1.72 -
primeiras 48h (ref.: 21.73) 0.04 19.32) 0.01 20.28) 0.01
nao)
Injuria renal aguda, | 2.64 (0.95 - 1.34 (0.56 — 1.25 (0.53 -
(ref. ndo) 7.35) 0.06 3.17) 0.51 2.95) 0.60
Trombose da
- - 10.20 (2.92 - 7.24 (2.28 - 6.86 (2.17 -
arterla~ hepatica 35.62) <0.001 22.95) 0.001 21.66) 0.001
(ref.: ndo)
o 53.80 (6.92 — 8.27 (3.37 - 7.30 (3.06 —
DPE (ref.: ndo) 418.13) <0.001 20.30) <0.001 17.40) <0.001
0.92 (0.89 - 0.95 (0.92 - 0.95 (0.93 -
Fator V, por U/mL 0.96) <0.001 0.97) <0.001 0.97) <0.001

Abreviacdes: RC: razdo de chances; IC: Intervalo de confianca; IMC: indice de massa corporal;
DPE: Disfungéo primaria do enxerto.
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Tabela 5: Regressao logistica multivariavel para preditores de perda do enxertoem 1,3 e
6 meses apos transplante hepatico.

Mortalidade
Variavel 1 més 3 meses 6 meses
RC (IC 95%) P RC (IC 95%) o] RC (IC 95%) o]
IMC do doador, ) 0.83 (0.69 - 0.86 (0.71 —
por Kg/m? ) 1.01) 0.06 1.02) 0.09
Tempo cirurgico, ) ) 1.30 (1.01 - 1.38 (1.07 -
por hora 1.68) 0.04 1.79) 0.01
Plasma fresco nas
co , 3.86 (0.89 — 4.22 (0.97 —
primeiras 48h (ref.: - - 16.81) 0.07 18.37) 0.05
nao)
Trombose da
artéria  hepatica i i 19'13’32(%?)5 " | <0001 | 1030 (5’7'?6 ~ | 0.001
(ref.: ndo) ' '
o« 20.97 (2.51 - 3.23 (0.99 - 2.67 (0.85 -
DPE (ref.: ndo) 175.13) 0.01 10.58) 0.05 8.38) 0.09
0.95(0.92 - 0.96 (0.94 - 0.97 (0.94 -
Fator V, por U/mL 0.99) 0.02 0.99) 0.02 0.99) 0.03

Abreviacdes: RC: razdo de chances; IC: Intervalo de confianca; IMC: indice de massa corporal;
DPE: Disfungéo primaria do enxerto.

4.4.4 Analise de subgrupo

Conduzimos uma analise de sensibilidade para

identificar preditores de

mortalidade entre os 88 pacientes (39% da coorte) que tiveram AST ou ALT > 1000 U/mL

no 1°PO. O racional seguido para criar essa analise foi que esse é o grupo de pacientes

gue mais se beneficiaria de um biomarcador capaz de prever desfechos a curto prazo

depois de transplante hepatico. Depois de ajustes para confundidores como TAH, IMC
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do doador, perda sanguinea e tempo cirurgico, uso de plasma fresco e ocorréncia de
TAH, Fator V foi um preditor de mortalidade em 3 [RC 0.94 (IC 95% 0.89 — 99)] e 6 meses
[RC 0.94 (IC 95% 0.89 — 99)]. DPE nao foi capaz de prever mortalidade em 3 [RC 3.48

(1C 95% 0.37 — 32.98)] e 6 meses [RC 3.48 (IC 95% 0.37 — 32.98)].

4.5 Discussao

Este estudo demonstrou com sucesso que os niveis plasmaticos de Fator V séo
preditores continuos para diagndstico de DPE e preditores de perda de enxerto em curto-
prazo apoés transplante hepatico. Quando ajustados para potenciais confundidores
(incluindo DPE), Fator V foi um preditor de perda do enxerto em 3 e 6 meses enquanto
DPE perdeu sua significancia. Nossa analise de sensibilidade realizada entre pacientes
com transaminases >1.000 U/L no primeiro dia apds transplante confirmou nossos
resultados. Anteriormente, haviamos demonstrado que os niveis de Fator V sao
relacionados com mortalidade em curto-prazo apds transplante hepatico.® Contudo, esta
€ a primeira vez que o Fator V é comparado a um critério validado de DPE, demonstrando
consistentemente seu valor como biomarcador no periodo pds-operatério precoce do
transplante hepatico. Além disso, pudemos demonstrar que Fator V foi um preditor
continuo para perda do enxerto em 1, 3 e 6 meses. Nesse sentido, a Figura 5 mostra a
incidéncia desses desfechos de acordo com quadro estratos de Fator V. portanto, o
presente estudo demonstrou profundamente o papel potencial do Fator V no cuidado

pos-operatorio do transplantado hepatico.
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Figura 5 — Incidéncia de disfungéo precoce do enxerto e perda do enxertoem 1,3 e 6

meses entre pacientes com diferentes extratos de Fator V.

Nos identificamos trés potenciais vantagens no uso do Fator V no pos-operatorio
imediato do transplante hepatico. Primeiro, os niveis plasmaticos de Fator V sao
relacionados com a funcdo do enxerto no pds-operatdrio precoce apds transplante
hepatico. Esse achado esta em acordo com estudos anteriores que demonstraram que
o Fator V € um biomarcador para a fungao hepatico no quadro de insuficiéncia hepatica
aguda.25 Segundo, Fator V pode prever mais cedo a perda do enxerto em 1, 3 e 6 meses
quando comparado com o conceito dominante de DPE. Esse resultado sugere que uma
unica medida de Fator V no 1°PO apés o transplante pode ser um preditor independente
de perda do enxerto a despeito da presenca ou ndo de DPE. Essa habilidade de aferir a

funcao hepatica muito rapidamente €, muito provavelmente, devido a curta meia-vida do
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Fator V. Por ultimo, Fator V pode ser interpretado continuamente; niveis mais baixos
estdo, portanto, relacionados a piores desfechos do que niveis mais altos. No presente
estudo, a queda de uma unica unidade de Fator V por mililitro de plasma representou um
aumento de 3% na chance de perda do enxerto em 6 meses. O conceito corrente de
DPE, embora valioso, é incapaz de fornecer esse tipo de informacéo. Essa avaliagcéo
continua do risco é especialmente relevante para pacientes com enxertos “claudicantes”
apos transplante hepatico. Dessa forma, nossa analise de sensibilidade demonstrou que
entre pacientes com AST/SLT >1.000 U/L no 1°PO, o Fator V ainda é um preditor
significativo de perda do enxerto em 3 e 6 meses. Essa informacdo pode ser valiosa
guando consideramos re-listar um paciente com suspeita de faléncia primaria do enxerto.
Varios esforgcos tém sido feitos para desenvolver novos preditores de mortalidade apos
transplante hepatico.2 Jochmans et al. recentemente, propuseram o escore “model for
early allograft function” (MEAF) para prever a mortalidade usando dados laboratoriais
dentro de 3 dias apds o transplante hepatico.?® O escore MEAF aborda a limitagdo do
critério DPE na identificagdo de variagdes no risco de mortalidade apds transplante
hepatico entre pacientes com diferentes graus de disfungdo do enxerto. No entanto, a
pontuacdo da MEAF é baseada nos mesmos resultados laboratoriais do DPE (ou seja,
AST/ALT e INR e bilirrubina total) e, pelo menos teoricamente, tem capacidade limitada
para adicionar novas informagdes sobre os resultados dos pacientes. Por outro lado, o
Fator V, como um biomarcador totalmente novo, é mostrado neste trabalho como um
preditor preciso para resultados de curto prazo pds-LT. No entanto, comparar o nivel do
Fator V com o escore do MEAF ou criar um novo sistema de escore de disfuncdo do

enxerto, incluindo o Fator V, n&o foi o objetivo deste estudo. Outros estudos tém proposto
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a medida do desaparecimento do verde da indocianina como substituto da fun¢do do
enxerto e a mortalidade apds transplante.?”?®6 Uma limitagdo importante do
desaparecimento do verde da indocianina € o fato de que sua taxa de desaparecimento
depende do fluxo arterial hepatico. Portanto, a taxa de desaparecimento pode ser afetada
por situagdes comuns no periodo de peri-transplante, como instabilidade hemodinamica
ou TAH.2 Wu et al. demonstraram que a taxa de depuragdo de lactato pode ser um
preditor da fungéo deficiente do enxerto.?® Infelizmente, eles ndo avaliaram os desfechos
apos a alta hospitalar. Recentemente, Okumara et al. validaram o conceito de DPE para
receptores de transplante hepatico de doadores vivos.’® Curiosamente, eles nao
encontraram transaminases >2.000 Ul/L até o 7°PO como capaz de prever a perda do
enxerto. Esta falta de concordancia nos conceitos de DPE para os receptores de

doadores falecidos e doadores vivos deve ser abordada em estudos posteriores.

Modelos ex-vivo para preservagao do enxerto tém aplicado varios biomarcadores
para identificar a fungdo do enxerto prejudicada.3' Brockmann et al. demonstraram que
o fluxo de bile durante a perfuséo ex-vivo € um preditor de PDE.32 No entanto, Boehnert
et al. demonstraram que o fluxo biliar durante a perfusao ex-vivo pode ser influenciado
pela secrecao de fluidos semelhantes a soro pela mucosa biliar, aumentando falsamente
o volume biliar.3® Por essa razio, os autores sugerem que nio apenas a quantidade,
mas a composi¢éo da bile deve ser avaliada em modelos experimentais de perfusao ex-
vivo.3" Esse tipo de medida pode ser muito trabalhoso de ser realizado e pode aumentar
os custos de pesquisa. Por outro lado, Jamieson et al. aplicaram o Fator V como

biomarcador para a fungio hepatica em um modelo animal experimental.* Eles usaram
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o Fator V como um substituto para a fungdo hepatica para demonstrar que os figados
esteatoticos podem ser preservados em modelos ex-vivo. Este trabalho esta de acordo
com Knaak et al. que desenvolveram um modelo subnormotérmico ex-vivo e também
aplicaram o Fator V como resultado experimental.3® Com base no nivel do Fator V (e
INR), concluiram que seu modelo animal subnormérmico ex-vivo promoveu fungao
hepatica semelhante entre enxertos de doacdo apdés morte e morte cerebral
armazenamento frio de figados normais. Portanto, esses estudos mostraram que o Fator
V é um biomarcador util para a funcdo hepatica em pesquisas experimentais. Este
trabalho vem para fornecer evidéncias clinicas do que € bem conhecido do campo
experimental. O fato de o Fator V ter provado seu papel na pesquisa experimental e

clinica faz dele um interessante biomarcador para protocolos de pesquisa translacional.

Neste trabalho, encontramos outros resultados interessantes. A necessidade de
transfusao de plasma fresco foi frequente em ambos os grupos do estudo. Teoricamente,
0 uso perioperatorio de transfusdo de FFP poderia influenciar os niveis pds-operatérios
do Fator V, como é visto no tratamento da deficiéncia de Fator V.2" Incluimos transfusées
de plasma fresco em todas as regressdes multivariaveis para garantir que esse potencial
vies fosse abordado. Nesta coorte, pacientes que tiveram IRA apresentaram risco
aumentado de DPE. Esta relagdo entre IRA e DPE foi descrita anteriormente. Wadei et
al. demonstraram que pacientes com DPE apresentam maior risco de IRA apos
transplante hepatico.?? No presente trabalho, no entanto, mostramos que pacientes que
se apresentam com IRA dentro de 48h apds a transplante hepatico tém 4 vezes mais

chances de desenvolver DPE. Nesta coorte, a incidéncia de TAH foi de 6%. Isso esta de
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acordo com a literatura.?®> O aumento do risco de perda do enxerto em pacientes com
TAH ja foi relatado e os achados do presente estudo confirmam isso.?? Portanto, a nossa
descoberta de que a TAH esta relacionada ao aumento do risco de perda do enxerto esta

em acordo com a literatura.?*

Este estudo tem algumas limitagdes. Nosso centro ndo realiza biépsia de enxerto
de rotina; assim, ndo conseguimos incluir o grau de esteatose nos modelos de regresséo
multivariavel. No entanto, acreditamos que essa auséncia nao invalida nossos
resultados, pois todos os modelos incluiram o IMC do doador. Finalmente, este n&o foi
um ensaio prospectivo; assim, esses resultados devem ser interpretados considerando
as limita¢des inerentes do desenho do estudo. Este foi um estudo realizado em um unico
centro e, idealmente, esses resultados devem ser validados externamente em estudos

prospectivos maiores (ou multicéntricos) antes de se tornarem amplamente aceitos.

Em concluséo, o Fator V é um biomarcador promissor de desfechos de curto prazo
apos transplante hepatico. Quando ajustado para fatores de confusado, o Fator V foi um
preditor continuo para a perda do enxerto apds transplante hepatico, independentemente
do status de DPE. O desenvolvimento deste promissor biomarcador pode permitir
intervengdes mais precoces para pacientes com disfungado do enxerto pés-transplante e
também pode ser util em pesquisas translacionais. Novos estudos devem ser feitos para

corroborar esses achados.
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5.1 Abstract

Background: Factor V has never been compared to a validated early allograft dysfunction
(EAD) definition. We aimed to assess Factor V as a biomarker of EAD and a predictor of
graft loss after liver transplantation (LT).

Methods: We retrospectively assessed the serum Factor V on postoperative day 1 after
LT. Patients were divided according to Factor V level: £36.1U/mL and >36.1U/mL. The
primary outcome was graft loss within 1-, 3- and 6-months. The secondary outcome was
EAD as defined by Olthoff et al. Predictors of outcomes were identified by multivariable
logistic regression.

Results: 227 patients have been included in the study: 74 with Factor V <36.1U/mL and
153 with Factor V >36.1U/mL. Among the patients with Factor V <36.1U/mL, 41 (55.4%)
had EAD whereas 20 (13.1%) patients with Factor V >36.1U/mL had EAD, p<0.001. In a
multivariable regression model, Factor V was continuous a predictor for EAD [OR=0.96
(95%CI 0.94-0.98) per U/mL]. Between the study groups, patients with Factor V
<36.1U/mL had a 1-, 3- and 6-months graft-survival of 82%, 74% and 74% whereas
patients with Factor V >36.1U/mL had 98%, 95% and 95%, respectively (p=0.001). Factor
V was a continuous predictor for 3- and 6-month graft loss [(OR=0.96 (95%CI 0.94-0.99)
and OR=0.97 (95%CI 0.94-0.99) per U/mL] whereas EAD was not significant when
adjusted for Factor V.

Conclusion: Factor V is an early biomarker for EAD and is continuous predictor of short-
term graft loss and after LT. Factor V is a promisor biomarker for short-term outcomes

after LT.



5.2 Introduction

Liver transplantation (LT) is a widely accepted treatment for patients with end stage
liver disease and selected hepatocellular carcinoma (HCC).! Unfortunately, the disparity
between the number of transplant candidates and available grafts is a major concern
worldwide.? To manage organ shortage, strategies have been developed to increase the
organ pool.2 The use of grafts from older donors (>70-years old), fatty livers, donation
after cardiac death and split livers, under certain circumstances, have proven to be
feasible.#® On the other hand, the use of “non-ideal grafts” may increase the risk of
postoperative graft dysfunction.” In the last decade, several definitions for early allograft
dysfunction (EAD) have been published.® In 2010, Olthoff et al. published a definition for
EAD and has become the most widely accepted.® According to this criteria, EAD would
be present if transaminases were greater than 2000 U/L within the first week after LT or
total bilirubin were greater than 10mg/dL or international normalized ratio (INR) was
greater than 1.6 on postoperative day (POD) 7. Patients fulfilling EAD criteria have an
increased risk for 6-months mortality.® However, one limitation of this EAD definition is its
dichotomous nature. Due to this characteristic, this concept of EAD does not provide
information regarding variances in the risk for mortality among patients with different
degrees of graft function.'®'" In fact, it is known that prognostic accuracy of binary scores
are inferior to that of continuous risk scores.'?> Moreover, in some cases, the EAD
diagnosis is only made on POD 7. This concept may be not very useful in the clinical
context of a patient with impaired liver function within the first week after transplantation.

In this regard, a biomarker that could predict short-term outcomes earlier in the
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postoperative course identifying higher risk individuals, would allow for earlier intervention

and, potentially, decrease morbidity and mortality.

Factor V is a cofactor of the prothrombinase complex that activates prothrombin to
thrombin and interacts with several coagulation factors.'® Factor V is primarily produced
by the liver and 80% of Factor V is circulating freely in the plasma.'* Factor V’s half-life is
relatively short (12 — 36 hours) and its production does not depend on vitamin K, relying
mainly on liver function. We have previously demonstrated that Factor V is a biomarker
for short-term mortality after LT."> However, Factor V has never been compared to a
validated graft dysfunction definition. Therefore, the aim of this study is to assess whether
Factor V can predict EAD after LT and access the use of Factor V as a predictor of post-

transplant graft-loss.

5.3 Methods

5.3.1 Study design and patient selection

This was a retrospective cohort study that assessed adults (age =18-years old)
who underwent LT at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, between March 1%,
2007 and March 15t, 2017. Recipients of living donor liver transplantation, recipients that
underwent multi-organ transplant and patients with missing information were excluded.

This study was approved by the institutional ethic research ethics board (GPPG #16-
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0456). Patients’ informed consent was waived due to the retrospective nature of the

study. This study complies with the STROBE statement for retrospective studies.'®

5.3.2 Data collection and outcomes

Variables collected included donors and recipients’ demographics. To ensure the
accuracy of the data and minimize the risk of information bias, all medical records were
independently reviewed by 3 researchers (AG, CP and JEP). Recipients’ information was
collected from electronic charts at our center. Donors’ information was collected from the
local organ sharing network’s records. Recipient’s pre-transplantation data collected
included the MELD score, the platelets, the basal creatinine, the etiology of liver disease
(categorized between chronic viral hepatitis and other causes of cirrhosis) and whether
patient had preoperatively known HCC. Donor clinical variables included body mass index
(BMI) and cause of death. Surgical variables were the cold and warm ischemia time, the
surgical length of time in hours and the estimated blood loss (EBL). The need of red cells
transfusion and fresh frozen plasma (FFP) within the surgery start time up to 48h after
surgery were recorded as a dichotomous variable. Recipients’ laboratory data within the
first week after LT were collected as follows: daily aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), prothrombin time (as INR) and total bilirubin. Acute
kidney failure (AKF) was defined as 21.5 times increase in the preoperative basal
creatinine within the first 48h after LT."” We recorded occurrence of hepatic artery
thrombosis (HAT) within the POD 7. Diagnosis of HAT was made by computed

tomography scan. The study primary outcome was 1-, 3- and 6-month graft-survival.
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Graft-loss was defined as the graft failure requiring transplantation or patient death. The
secondary outcomes were EAD and 1-, 3- and 6-month patient survival. EAD was defined
whether any of the following were present: total bilirubin 210mg/dL on POD 7; or INR 21.6

on POD 7; or ALT or AST >2000U/L within the 7 first days after LT.°

5.3.3 Liver transplantation and postoperative care

All the procurement procedures were performed by surgeons certified by the
national organ sharing network. All patients were ABO compatible. The preservation
solution was the histidine-tryptophan-ketoglutarate solution until 2011 and the Institute
Georges Lopez solution thereafter. Graft biopsy were performed in a case-by-case basis.
Roughly, we performed graft biopsy if the donor has an BMI >30kg/m? or if the team
consider the graft macroscopically fatty. For grafts with macrosteatosis, we apply 60% as
limit for acceptance. All LT were performed by the same group (4 senior surgeons: CRPK,
ADC, TIJMG and IL) using the “piggy-back” technique. Postoperatively, all patients were
managed in the intensive care unit by the same team until POD 3. Recipients received
enteral nutrition from POD 1. Doppler ultrasound was daily performed as our center
routine up to the POD 7 in order to detect vascular complications. Red blood cells and
FFP were provided as appropriate under thromboelastography guidance.'® Standard
immunosuppression regimens were based on tacrolimus, mycophenolate mofetil and

steroids. Induction with basiliximab was used in patients with AKF.

5.3.4 Factor V



71

As our program routine, all patients had serum Factor V prospectively collected at
POD 1. We have chosen POD 1 for the Factor V measurement given that Factor V'’s half-
life is 12 — 36 hours; therefore, the plasmatic level between 24 — 48 hours from LT will
represent mainly the Factor V produced by the graft rather of the recipient’s Factor V.
Factor V assay was performed by coagulometry and read by optic detection in Destiny
Max™ (Tcoag Stago Group, Bray, Co. Wicklow, Ireland) analyzer. The reagent was
Triniclot™ Factor V (Tcoag Stago Group, Bray, Co. Wicklow, Ireland). Quality control was
performed with two levels of control with Trinicheck™ control 1 and Trinicheck™
Abnormal Control™ (Tcoag Stago Group, Bray, Co. Wicklow, Ireland). All procedures

were standardized by international guidelines.™®

5.3.5 Statistical analysis

Descriptive data were expressed as mean * standard deviation or median and
interquartile range and compared by the Student f test or Mann-Whitney U test when
appropriate. Normality was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test. Categorical
variables were expressed as proportions and compared by the chi-squared test with
Fisher’s correction. Receiver operating characteristics (ROC) curve was plotted for Factor
V as predictor for 6-month graft loss and the area under the curve (AUC) was calculated
(Figure 1). The AUC was 0.78. The optimum threshold value of 36.1U/mL for Factor V

was defined by Youden index?® and groups were divided by this threshold. With this
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threshold, Factor V had a sensitivity of 73% and a specificity 70% to predict 6-months

graft loss.
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Figure 1: Receiver operating characteristics curve of Factor V as a predictor for 6-month

graft loss.

The graft- and patient-survival were estimated by the Kaplan-Meier method and
groups were compared using the log-rank test. The survival time was defined as the time

between the study’s groups definition (i.e. the Factor V measurement) and death, last visit
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or the end of study on December 31%t, 2017. We have chosen the Factor V drawn date
as the follow-up starting point instead of LT date given the study groups were defined
once the plasmatic Factor V was known. By doing that we respected the principles of
survival analysis, enriching the results accuracy. Therefore, graft survival was defined as
the time between the groups definition (i.e. POD 1) and re-transplantation, death, last visit
or the end of study. Univariable and multivariable logistic regression were calculated to
identify predictors of EAD, 1-, 3- and 6-months graft-survival. Variables with a p<0.10
were included in the multivariable model and the final model was chosen by stepwise
backward approach. We applied a significance level of p <0.10 for removal from the model
and p <0.05 for addition to the model. To assure the comparability between Factor V
levels and EAD, we kept both variables in the final model regardless their significance.
Results of regression models were reported as odds ratio (OR) with 95% confidence
intervals (Cl). All patients in the study were followed for a minimum of 12 months, thus
the logistic regression was not affected by potential follow-up differences. The
assumptions for the logistic regression models were not violated as assessed through
Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit test. A p <0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using STATA 15.0 (Stata Corp.,

College Station, TX).

5.4 Results

5.4.1 Study population
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During the study period, 247 adults underwent LT at our center. Among those, 20
were excluded from the study: 2 patients underwent living donor liver transplantation
(domino transplantation), 2 underwent multi-organ transplantation (liver and kidney) and
16 patients had incomplete data. Therefore, the final study population was comprised of
227 patients with no missing data. Seventy-four patients were included in the Factor V
<36.1U/mL group and 153 patients were included in Factor V >36.1U/mL group. The
baseline characteristics of the patients in study are presented on Table 1. The
preoperative and donor’s characteristics were similar between the two study groups.
Patients in the Factor V <36.1U/mL group had longer surgeries, higher EBL, needed more
red blood cells and FFP transfusions and had higher incidence of AKF. The median
follow-up was 29.5 (IQR 15.1 — §5.0) months with no differences between study groups
[Factor V <36.1U/mL 25.5 (IQR 6.5 — 66.4) and Factor V >36.1U/mL 30.6 (IQR 16.9 —

52.8), p=0.24].

Table 1: Baseline characteristics of patients in study

According Factor V levels
Variable Overall Factor V Factor V
n =227 <36.1U/mL >36.1U/mL p

n=74 n =153
Recipients characteristics
Gender, male (%) 137 (60.4) 50 (67.6) 87 (56.9) 0.12
ﬁgﬁ;ﬁ’earg [median 57 (50 — 62) 57.0 (48.0-61.2) | 57.0 (51.0—62.0) | 0.61
Underlying liver
disease (%) 0.10




75

Viral hepatitis 166 (73.1) 49 (66.2) 117 (76.5)
Other 61 (26.9) 25 (33.8) 36 (23.5)
HCC, yes (%) 125 (55.1) 36 (48.6) 89 (58.2) 0.18
MELD [median (IQR)] 13 (10 — 19) 14 (11 - 22) 13 (10 — 18) 0.06
Platelets, 10%/uL 75.0 (51.5 -
[median (IQR)] 75 (52 - 105) 73.5 (53.5-106.5) 105.0) 0.88
Preoperative
creatinine, mg/dL 0.84 (0.69 — 1.16) 0.90 (0.72-1.45) | 0.82(0.68—-1.04) | 0.02
[median (IQR)]
Donors characteristics
Gender, male (%) 134 (51.0) 46 (62.2) 88 (57.5) 0.50
ﬁgﬁ;ﬁ’earg [median 42 (23 - 53) 44.0 (23.0-52.7) | 40.5(22.0-53.8) | 0.90
BMI donor, Kg/m? 24.78 (22.85 — B B
median (1QR] 26.77) 24.4 (22.8-26.4) | 252 (23.1-27.3) | 0.31
Donor cause of death
Cerebrovascular | 444 55 g0 36 (48.6) 82 (53.6)
accident (%) ' ' ’
0.68
Traumatic (%) 89 (39.20) 30 (40.5) 59 (38.6)
Other (%) 20 (8.80) 8 (10.8) 12 (7.8)
Surgical characteristics
Surgical time, hours, _ _
median (IQR)] 5.5 (4.50 — 6.45) 6.0 (5.2 —7.3) 5.2 (4.5-6.0) |<0.001
Estimated blood loss,
10°mL, [median 29(25-4.7) 45 (2.7 -5.5) 2.7(2.0-3.5) <0.001
(IQR)]
Cold ischemia time, | 445 430 _472) | 450 (430—470) | 440 (425-483) | 087
min [median (IQR)] '
Warm ischemia time, 35 (30 — 40) 35 (32 — 42) 35(30-40) | 0.05

min [median (IQR)]

Post-operative characteristics
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Red cell transfusion

el 142 (62.6) 57 (77.0) 85 (55.6) 0.001
Zg‘?‘?f’;‘e‘;'?;:‘;a first 139 (61.2) 59 (79.7) 80 (52.3) <0.001
i‘ggt(?,/ok)id”ey failure, 66 (29.1) 28 (37.8) 38 (24.8) 0.04
Hepatic artery 14 (6.2) 5 (6.8) 9(5.9) 0.80

thrombosis, yes (%)

ASTT U/L [median

(IQR)] 762 (389 — 1567) 913 (420 — 2569) | 699 (357 —1439) | 0.10

ALTT U/L [median

(IQR)] 594 (322 - 1116) 735 (356 — 1417) | 564 (296 —1053) | 0.09

Total bilirubin®, mg/dL

[median (IQR)] 1.03 (0.95-1.15) 1.85(0.90-5.05) | 1.20(0.80-2.9) | 0.06

INR' [median (IQR)] 1.3 (0.8 -3.3) 1.08 (0.98 —1.24) | 1.01(0.9-1.1) | 0.001

Abbreviations: IQR: Interquartile range; HCC: Hepatocellular carcinoma; MELD: Model for end-
stage liver disease; BMI: Body mass index; AST: Aspartate transaminase; ALT: Alanine
transaminase; INR: International normalized ratio.

* Includes the transoperative period.
T Median of the maximum value within the first week after transplantation

T On postoperative day 7

5.4.2 Factor V and EAD

Among the patients in the Factor V<36.1U/mL group, 41 (55.4%) had EAD
whereas in the Factor V >36.1U/mL group 20 (13.1%) had EAD, p<0.001. In the
multivariable logistic regression model, predictors of EAD were: surgical length of time
(per hour) [OR 1.31 (95% CI 1.05 - 1.64)], EBL (per 1000mL) [OR 1.27 (95% CI 1.06 -
1.51)], AKF [OR 3.96 (95% CI 1.84 - 8.51)] and plasmatic Factor V (per U/mL) [OR 0.96

(95% CI1 0.94 - 0.98)]. These results are presented in Table 2.



77

Table 2: Univariable and multivariable logistic regression for predictors for early
allograft dysfunction after LT.

Univariable Multivariable
OR (95%Cl) p OR (95%Cl) P
Recipient gender, (ref.: male) 0.70 (0.39-1.27) 0.24 - -
Age, per year 0.98 (0.95-1.01) 0.12 - -
Underlying liver disease (ref.:
viral hepatitis)
Other | 1.33 (0.70 - 2.54) 0.38 - -
HCC, yes 0.79 (0.44 - 1.42) 0.44 - -
MELD per unit 1.01 (0.97 - 1.05) 0.54 - -
Platelets, per 10%/uL 1.01 (0.99 - 1.02) 0.19 - -
rF;rge/(()jpl_erative creatinine, per 0.72 (0.43 - 1.21) 0.22 ) )
Donor gender (ref.: male) 1.20 (0.66 - 2.18) 0.54 - -
Donor age, per year 1.01 (0.99 - 1.02) 0.5 - -
BMI donor, per Kg/m? 0.92 (0.84 - 1.01) 0.09 - -
Donor cause of death (ref.:
Cerebrovascular accident)
Traumatic | 0.95 (0.51 - 1.76) 0.87 - -
Other | 0.64 (0.20 - 2.07) 0.46 - -
Surgical time, per hour 149 (1.23-1.82) | <0.001 | 1.31(1.05-1.64) 0.02
Blood loss, per 1,000mL 1.48 (1.25-1.75) | <0.001 | 1.27 (1.06 - 1.51) | 0.01

Cold ischemia time, per min 0.99 (0.98 - 1.01) 0.23 -

Warm ischemia time, per min 1.06 (1.01 - 1.10) 0.01 -

Red cell transfusion first 48h

(ref.: no) 1.32 (0.71 - 2.45) 0.38 -
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Frozen plasma first 48h (ref.:

2.15(1.13-4.12) 0.02 - -
no)
Acute kidney failure, (ref.: no) 3.16 (1.70-5.88) | <0.001 | 3.96 (1.84 - 8.51) | <0.001
Hepgtlc artery thrombosis 1.09 (0.33 - 3.63) 0.88 i i
(ref.: no)
Factor V, per U/mL 0.95(0.93-0.96) | <0.001 | 0.96 (0.94 - 0.98) | <0.001

Abbreviations: OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; HCC: Hepatocellular carcinoma;
MELD: Model for end-stage liver disease; BMI: Body mass index.

5.4.3 Survival analysis

For the entire cohort, the 1-, 3- and 6-months graft- and patient-survival were 97%,

84% and 80% and 93%, 89% and 88%, respectively. Between the study groups, patients

with Factor V <36.1U/mL had a 1-, 3- and 6-months actuarial survival of 84%, 76% and

76% whereas patients with Factor V >36.1U/mL had 98%, 95% and 95%, respectively

(p=0.01). The actuarial 1-, 3- and 6-months graft-survival were 82%, 74% and 74% for

the Factor V <36.1U/mL group and 98%, 95% and 95% for the Factor V >36.1U/mL group,

respectively (p=0.01). Figure 2 and figure 3 show the graft and patient survival

probabilities between the two study groups.
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Figure 2: Graft-survival between patients with Factor V level <36.1U/mL and

>36.1U/mL.
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Figure 3: Overall survival between patients with Factor V level <36.1U/mL and

>36.1U/mL.

Variables available at baseline were included in the univariable logistic regression
model to predict graft loss within 1-, 3- and 6-months. The results of this analysis are
presented in Table 3. The results of the multivariable models to predict graft loss within
1-, 3- and 6-months are presented in Table 4. For 1-month graft loss, EAD had OR of
20.97 (95% CIl 2.51 — 175.13) whereas Factor V as continuous (i.e. per U/mL) had OR
0.95 (95% CI 0.92 — 0.99). For 3-month graft loss, Factor V (per U/mL) had a OR of 0.96
(95% CI 0.94 — 0.99), whereas EAD was not significant. And, for 6-month graft loss,

Factor V (per U/mL) had a OR of 0.97 (95% CI 0.94 — 0.99) and, again, EAD was not
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significant. Other significant predictors of 1-, 3- and 6-months mortality after LT were the

donor’s BMI, the surgical length of time, the use of FFP and HAT (Table 3).

Table 3: Univariable logistic regression model to predict graft loss after liver

transplantation.

1 month 3 months 6 months

OR (95%Cl) P OR (95%Cl) P OR (95%Cl) P
Recipient gender, | 1.10(0.38 — 0.62 (0.27 - 0.57 (0.25 -
(ref.: male) 3.15) 0.86 1.41) 0.25 1.27) 0.17

1.01 (0.96 - 0.99 (0.96 - 1.00 (0.96 —
Age, per year 1.06) 0.73 1.04) 0.94 1.03) 0.90
Underlying liver
disease (ref.: viral
hepatitis)

0.90 (0.28 - 1.52 (0.64 — 1.42 (0.60 —

Other 2.91) 0.86 3.61) 0.34 3.36) 0.42

1.39 (0.49 — 0.79 (0.35 - 0.73 (0.33 -

HCC, yes 3.97) 0.54 1.79) 0.58 163) 0.44
, 0.96 (0.89 - 1.01 (0.96 — 1.01 (0.96 —
MELD, per unit 1.04) 0.37 1.06) 0.71 1.06) 0.60
Platelets, per 1.01 (0.99 - 1.00 (0.99 — 1.00 (0.99 -
10%/L 1.02) 0.96 1.01) 0.87 1.01) 0.86
Preoperative
creatinine, per 1.13(0.68 - 064 | 1122085— 1 55 | 1260086 ),
1.87) 1.84) 1.84)

mg/dL
Donor gender (ref.: | 1.13 (0.40 - 1.06 (0.46 — 0.99 (0.44 -
male) 3.15) 0.81 2.43) 0.88 2.24) 0.98
Donor age, per| 1.01(0.98- 0.99 (0.97 - 0.99 (0.97 -
year 1.05) 0.37 1.02) 0.99 1.02) 0.83
BMI donor, per 0.88 (0.75 - 0.87 (0.76 — 0.88 (0.77 -
Kg/m? 1.04) 0.14 0.99) 0.04 1.00) 0.06
Donor cause of
death (ref.:
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Cerebrovascular

accident)

Traumatic 0'64; (g5§1 | 044 1'02&);)15 | 0.91 1'162.(&?1 | 073

Other 0'53.(%())7‘ 0.60 0'3%_(105‘))5‘ 0.38 0'3%_(105‘))5‘ 0.39
ﬁg;gr;ical time, per 1.5‘1I .913;)18 - 0.001 1.46: (814;8 ~ | 0.001 1.551 (S;I‘SS ~ | <0.001
costims o | 12010~ | o | 121085~ | or | 908 | 0o
conmaoms | oo | | omuen— | ooy | 090 | g
s | o007 | oy | 104000~ | g | 10408 | o1
tF:aer?sfusion ﬁfsltl 1'82(9‘)9?8' 0.29 1'731(205)59‘ 0.24 1'83%)2';4‘ 0.19
48h (ref.: no) ' . .
el KT P ECT T IR T
e | 24000 | | A0 | oar | 12057 | o
E]O(ra)g;técosis a(r’;;[y 10'23%.(52'?2‘ <0.001 7'232%;8‘ 0.001 6'851(_%(;)7‘ 0.001
EAD (ref.: no) 53f1°8(_613'§’)2‘ <0.001 8'2270(_35’)7‘ <0.001 7'3%(_35)6‘ <0.001
Factor V, per U/mL 0'93(9%?9' <0.001 0'9%_(&?2‘ <0.001 0'9%_(&?3‘ <0.001

Abbreviations: OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; BMI: Body mass index; EAD: Early

allograft dysfunction.
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transplantation.

Table 4: Multivariable logistic regression model to predict graft loss after liver

Mortality
Variable 1 month 3 months 6 months
OR (95%Cl) P OR (95%Cil) o] OR (95%Cl) o]
2 ) ) 0.83 (0.69 - 0.86 (0.71 —
BMI donor, Kg/m 1.01) 0.06 1.02) 0.09
Surgical time, 1.30 (1.01 - 1.38 (1.07 -
hours - - 1.68) 0.04 1.79) 0.01
Frozen plasma first ) ) 3.86 (0.89 — 4.22 (0.97 —
48h (ref.: no) 16.81) 0.07 18.37) 0.05
Hepatic artery
, g 19.33 (3.65 - 16.90 (3.36 —
thrombosis  (ref.: - - 102.33) <0.001 84.97) 0.001
no)
, 20.97 (2.51 - 3.23 (0.99 - 2.67 (0.85 -
EAD (ref.: no) 175.13) 0.01 10.58) 0.05 8.38) 0.09
0.95 (0.92 - 0.96 (0.94 - 0.97 (0.94 -
Factor V (U/mL) 0.99) 0.02 0.99) 0.02 0.99) 0.03

allograft dysfunction.

Abbreviations: OR: Odds ratio; Cl: Confidence interval; BMI: Body mass index; EAD: Early

5.4.4 Subgroup analysis

We conducted a sensitivity analysis of predictors to mortality among the 88 (39%

of the cohort) patients who had AST or ALT >1000U/L within the POD 1. The rationale

followed to choose this subgroup was that this sub-population could benefit the most from

a biomarker for short-term outcomes after LT. After adjustments for HAT, donor’'s BMI,

EBL, surgical length of time, the use of FFP and EAD; Factor V was a significant predictor

of 3-months [OR 0.94 (95% CI 0.89 — 99)] and 6-months [OR 0.94 (95% CI 0.89 — 99)]




84

mortality. EAD was not a significant predictor of 3-months [OR 3.48 (95%CI 0.37 — 32.98)]

and 6-months [OR3.48 (95%CI 0.37 — 32.98)] mortality.

5.5 Discussion

This study has successfully shown that plasmatic Factor V is a continuous
biomarker of EAD and a predictor for graft loss after LT. When adjusted for confounders
(including EAD), Factor V was a predictor for 3- and 6-months graft loss after LT and EAD
has lost its significance. Our sensitivity analysis among patients with AST/ALT >1000U/L
has confirmed these results. We have previously showed that factor V levels are related
to short-term mortality after LT."> However, this is the first time Favor V is compared to a
validated criteria for graft dysfunction, showing consistently its value as a biomarker in
the early postoperative period after LT. Moreover, we have demonstrated Factor V as a
continuous predictor for 1-, 3- and 6-month graft loss. In this regard, Figure 4 shows the
incidence of these outcomes according to four Factor V strata. Therefore, the present
work has comprehensively shown the potential role of Factor V in the post-LT patient

care.
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Figure 4: Incidence of early allograft dysfunction, 1-, 3- and 6-month graft loss among

plasmatic Factor V strata.

We have identified three potential advantages in applying Factor V in the early
phases of post-LT patient care. First, Factor V level is related to the graft function in the
early post-operative course after LT. In fact, this finding is in accordance with the previous
reports showing Factor V as a biomarker for hepatic function in acute liver failure.?’
Second, Factor V was an earlier predictor for the 1-, 3- and 6-months graft loss after LT
than the current concept of EAD. The findings in this study suggest that a single Factor V
measurement on the POD 1 might be an independent predictor of graft loss after LT,
regardless the EAD status. This capability of assessing the liver function very quickly is,
most likely, granted by Factor V’s short half-life. Lastly, Factor V could be interpreted
continuously, therefore, lower levels are related to worse outcomes. In this study, the
decreasing of a single Factor V unit per milliliter has represented an increase of 3% in 6-
months graft loss risk. The concept of EAD, although valuable, is unable to provide this

information. This continuous risk assessment is mainly relevant for patients with
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“claudicating” grafts after LT. In this regard, our sensitivity analysis has shown that,
among patients with AST/ALT >1000U/L within the POD 1, Factor V is still significant to
predict 3- and 6-months mortality. This information might be valuable when considering

re-listing a patient with suspected primary graft failure.

Several efforts have been made to develop novel predictors for post-LT mortality.
Jochmans et al. have been recently proposed the model for early allograft function
(MEAF) score to predict mortality using laboratory data within 3-days after LT.?? The
MEAF score addresses the EAD criteria’s limitation in identifying variances in the risk of
mortality after LT among patients with different degrees of graft dysfunction.
Nevertheless, MEAF score is based on same laboratory results as EAD (i.e. AST/ALT
and INR and TB), and, at least theoretically, has limited capacity to add new information
on patients’ outcomes. On the other hand, Factor V, as an entirely novel biomarker, is
shown in this works as an accurate predictor for post-LT short-term outcomes. However,
comparing Factor V level with the MEAF score or creating a new graft dysfunction score
system including Factor V were not the aim of this study. Other studies have proposed
the indocyanine green disappearance measure as surrogate of graft function and
mortality after LT.2324 A important limitation of the indocyanine green disappearance is
the fact that its disappearance rate relies on the hepatic arterial flow. Therefore, the
disappearance rate might be affected by common situations on the peritransplantation
period such as hemodynamic instability or HAT.2 Wu et al. have shown that the lactate
clearance rate may be a predictor for poor graft function.?> Unfortunately, they did not

assessed outcomes after hospital discharge. Recently, Okumara et al. have validated the
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concept of EAD for living donor liver transplantation recipients.?® Interestingly, they did
not find transaminases >2,0001U/L within the POD 7 as capable enough to predict graft
loss or mortality after LT. This lack of accordance in the EAD concepts for recipients of

deceased donors and living donors should be addressed in further studies.

Ex-vivo models for graft preservation have been applied several biomarkers to
assess graft impaired viability.?” Brockmann et al. have shown that bile output during ex-
vivo perfusion is a predictor of EAD.?2 However, Boehnert et al. have demonstrated that
biliary flow during ex-vivo perfusion may be biased by the secretion of serum-like fluids
by the biliary mucosa, falsely increasing the bile volume.?® For this reason, the authors
suggest that not only the quantity, but the composition of bile should be assessed in
experimental models of ex-vivo perfusion.?” This kind of measurement might be very
laborious to perform and might increase research costs. On the other hand, Jamieson et
al. have applied Factor V as biomarker for hepatic function in an experimental animal
model.>® They used Factor V as a surrogate for hepatic function to demonstrate that
steatotic livers can be preserved in ex-vivo models. This work is in accordance with Knaak
et al. that have developed a subnormothermic ex-vivo model and also applied Factor V
as the experimental outcome.3! Based on Factor V level (and INR), they concluded that
their ex-vivo subnormothermic animal model promoted similar liver function between
grafts from donation after cardiac death and brain-death cold storage of normal livers.
Therefore, these studies have shown that Factor V is useful biomarker for hepatic function
in experimental research. This work comes to provide clinical evidence of what is well

know from the experimental field. The fact that Factor has proven its role in the
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experimental and in the clinical research makes it an interesting biomarker for

translational research protocols.

In this work, we have found other interesting results. The need of FFP transfusion
was frequent in both study groups. Theoretically, the peri-operative use of FFP
transfusion could influence on the post-operative Factor V levels, as is seen in the Factor
V deficiency treament.>? We have included FFP transfusions in all multivariable
regressions to ensure this potential bias would be addressed. In this cohort, patients who
had AKF had increased risk of EAD. This relationship between AKF and EAG has been
described before. Wadei et al. have shown patients with EAD have higher risk of AKF
after LT.®3 In the present work, however, we have shown that patients who present with
AKF within 48h after LT have 4 times the odds of develop EAD. In this cohort, the
incidence of HAT was 6%. This is in accordance with previous literature.3* The increased
risk of graft loss in patients with HAT has already been reported and the findings in the
present study confirm this.3* Therefore, ours finding that HAT is related to increased risk

of graft loss is in accordance with the literature.3®

This study has few limitations. Our center does not perform routine graft biopsy;
thus, we were not able to include the degree of steatosis in the multivariable regression
models. However, we believe this absence does not invalidate our results given all
models have included the donor’s BMI. Finally, this was not a prospective trial; thus, these

results should be interpreted considering the inherent design’s limitations. This was a
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single centre study and, ideally, these results should be externally validated in larger (or

multicenter) prospective design to become widely acceptable.

In conclusion, Factor V is promising biomarker of short-term outcomes after LT.
When adjusted for confounders, Factor V was a continuous predictor for graft loss after
LT, regardless the EAD status. The development of this promisor biomarker may allow
earlier interventions for patients with post-transplantation graft dysfunction and also may
be useful in translational research. Further studies should be done to corroborate these

findings.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Disfuncao do enxerto representa uma importante causa de morbimortalidade em
pacientes submetidos a transplante hepatico. Embora o uso de enxertos marginais tenha
de ser empregado para reduzir a escassez de enxertos, essa estratégia pode aumentar
a incidéncia de DPE. Testes diagnosticos para identificacdo precoce de pacientes em
mais alto risco de desenvolver perda do enxerto sdo muito valiosos na medida que

permitiriam a intervengdo mais precoce, potencialmente salvando vidas.

O presente estudo veio para corroborar a importancia do uso do Fator V como
mais uma ferramenta no cuidado do paciente em pds-operatoério de transplante hepatico.
Demonstramos que Fator V é capaz de predizer DPE com boa acuracia. Também foi
capaz de identificar pacientes em risco de perda do enxerto mesmo quando o conceito

mais utilizado de DPE apresenta-se negativo.

Esses resultados devem ser encarados com parcimbnia até que estudos
prospectivos e preferencialmente multicéntricos validem os resultados aqui
apresentados. Estudos que possam conciliar dosagens de Fator V com outras variaveis
representativas da funcdo do enxerto também podem ser uteis para o desenvolvimento
de um novo escore de preveja desfechos adversos apds o transplante hepatico. Em
conclusdo, a busca pelo aprimoramento do cuidado aos pacientes submetidos a
transplante hepatico passara necessariamente pelo melhor entendimento a respeito da

disfungéo do enxerto e seu mais precoce diagnadstico.



