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RESUMO

Contexto

A doenga hepatica esteatética associada ao metabolismo (MASLD) [anteriormente referida
como Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica (NAFLD)] € um problema de saude global.
A avaliagdo da esteatose e da esteato-hepatite associada a disfungédo metabdlica (MASH)
[anteriormente conhecida como esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH)] é rotina para
patologistas hepaticos. MASH e fibrose séo fatores progndsticos para o desenvolvimento de
cirrose hepatica e mortalidade relacionada a doenga. A proteina translocase de acidos graxos
CD36 regula a entrada de acidos graxos livres nos hepatdcitos e esta implicada na inflamacgao
e na apoptose. Além disso, pode estar associada a apneia, um fator prognéstico para MASH

avancgada.

Objetivo

Este estudo visa a analisar a superexpressado de CD36 na MASH e sua relagédo com condigbes
clinicas e achados histolégicos associados ao MASLD, incluindo apneia obstrutiva do sono
(AOS).

Método

Trata-se de um estudo transversal. Dados clinicos, antropométricos e séricos foram coletados.
Os pacientes também foram submetidos a polissonografia. A imunomarcagéo com anticorpo
anti-CD36 foi realizada em bidpsias de figado fixadas em formalina e incluidas em parafina.
As laminas coradas pelos métodos de hematoxilina e eosina, tricromio de Masson e Perls
foram avaliadas. A expressdo de CD36 na membrana plasmatica e no citoplasma dos
hepatdcitos foi acessada, assim como na membrana plasmatica do ducto biliar. O escore NAS
foi aplicado, com avaliagdo complementar, incluindo fibrose e reacao ductular.

Resultados

A imunorreatividade de CD36 foi observada em 65,63% dos pacientes. O grau mais avangado
de atividade da MASH foi perfeitamente correlacionado com a positividade para CD36
(p=0,000), e houve uma correlagdo moderada entre a atividade da MASH e a positividade
para CD36 (R 0,418; p=0,017). A presenca de hepatite de interface foi mais frequente em
pacientes positivos para CD36 (p=0,001), e a inflamagao lobular demonstrou uma correlacao
moderada com o padrao de expressao citoplasmatica hepatocitaria (p=0,022). O nivel de ALT
foi correlacionado com a positividade para CD36 no citoplasma do hepatdcito e no epitélio do
ducto biliar (p=0,002 e p=0,005, respectivamente). Da mesma forma, a AST foi correlacionada
com a positividade citoplasmatica hepatocitaria de CD36 (p=0,007). Houve uma maior chance
de dislipidemia em pacientes negativos para CD36, corroborada pela correlagdo negativa com

a expressao positiva para CD36 no epitélio do ducto biliar (p=0,045). Em relagao



ao colesterol total, houve uma correlacao inversa com a positividade para CD36 na expressao

citoplasmatica hepatocitaria (p=0,026).

O IMC foi maior em pacientes positivos para CD36 (p=0,004). O HDL estava mais baixo em
pacientes positivos para CD36 (p=0,032) e os niveis médios de glicose, embora elevados em
ambos os grupos, eram mais baixos em pacientes positivos para CD36 (p=0,03). Em relagao
as plaquetas, embora estivessem em niveis hormais em ambos 0s grupos, eram mais baixas
(em média) em pacientes positivos para CD36 (p=0,031). Um escore NAS mais alto

correlacionou-se moderadamente com a positividade para CD36 no citoplasma (p=0,028).

Em relagédo aos dados da polissonografia e a AOS, os grupos foram semelhantes nos niveis
de saturacdo de oxigénio, indice de dessaturacdo de oxigénio, indice de apneia-hipopneia,
apneia-hipopneia na posigéo supina e na porcentagem de saturagéo inferior a 90% em

minutos.

Conclusoes

O CD36 foi expresso em pacientes com maior indice de IMC, reforgando a relagéo entre a
obesidade na composigdo do tecido adiposo e o aumento dos &acidos graxos com a
superexpressado de CD36. Também houve uma correlagao entre a positividade de CD36 com
AST, ALT, escore NAS e intensidade da inflamac&o. Os achados referentes a AOS nao foram
estatisticamente significativos. Assim, este estudo sugere que o CD36 pode ser um
biomarcador da atividade inflamatéria e do prognéstico da MASLD.

Palavras-chave

Antigeno CD36, Apneia Obstrutiva do Sono, Doenga Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica,

Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Background

Metabolic-associated steatotic liver disease (MASLD) [previously referred to as Non-
Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)] is a worldwide health problem. Evaluation of
steatosis and metabolic dysfunction associated steatohepatitis (MASH) [previously
known as nonalcoholic steatohepatitis (NASH)] is current for liver pathologists. MASH
and fibrosis are prognostic factors for the development of cirrhosis and mortality. Fatty
acid translocase CD36 protein regulates the free fatty acid entrance in hepatocytes and
is implicated in inflammation and apoptosis. Moreover, it can be associated with apnea,

a prognostic factor for advanced MASH.
Goal

This study aims to analyze CD36 overexpression in MASH and its relationship with
clinical conditions and histological findings associated with MASLD, including

obstructive sleep apnea (OSA).
Method

This was a transversal study. Clinical, anthropometrical, and serum data were collected.
Patients were also submitted to polysomnography. Anti-CD36 antibody
immunostaining was performed on formalin-fixed paraffin-embedded liver biopsy. The
hematoxylin-eosin, Masson's Trichrome, and Perl’s slides were evaluated. The CD36
expression on hepatocyte plasmatic membrane and cytoplasm was accessed, as well as
the plasmatic membrane of the biliary duct. NAS score was applied, with complementary

evaluation, including fibrosis and ductular reaction.
Results

The CD36 immunoreactivity was observed in 65.63% of patients. The more advanced
degree of MASH activity was perfectly correlated with CD36 positivity (p=0.000), and
there was a moderate correlation between MASH activity and CD36 positivity R 0.418
(p=0.017). The presence of interface hepatitis was more frequent in CD36-positive
patients (p=0.001), and lobular inflammation demonstrated a moderate correlation with
the cytoplasmatic expression pattern (p=0.022). ALT level was correlated with CD36
positivity in the cytoplasm and the bile duct epithelium (p=0.002 and p=0.005,



respectively). Similarly, AST was correlated with CD36 cytoplasmatic positivity (p=0.007).

There was a greater chance of dyslipidemia in CD36-negative patients, corroborated by
the negative correlation with CD36-positive expression in the bile duct epithelium
(p=0.045). Regarding total cholesterol, there was an inverse correlation with CD36

positivity in the cytoplasmatic expression (p=0.026).

BMI was higher in CD36-positive patients (p=0.004). HDL was lower in CD36-positive
patients (p=0.032) and average glucose levels, although elevated in both groups, were
lower in CD36-positive patients (p=0.03). Concerning platelets, although at normal levels
in both groups, they were lower (on average) in CD36-positive patients (p=0.031). A higher
NAS score moderately correlated with CD36 positivity in the cytoplasm (p=0.028).

Concerning polysomnography data and OSA, groups were similar in oxygen saturation
level, oxygen desaturation index, apnea-hypopnea index, apnea-hypopnea in the

supine position, and saturation percentage less than 90% in minutes.
Conclusions

CD36 was expressed in patients with a higher BMI index, reinforcing the relationship
between obesity on adipose tissue composition and increased fatty acids with CD36
overexpression. The findings related to OSA were not statistically significant. There was a
correlation between CD36-positivity with AST, ALT, NAS score, and inflammation
intensity. Thus, this study suggests CD36 can be a biomarker of inflammatory activity and

prognosis of MASLD.

Keywords

CD36 Antigens, Obstructive Sleep Apnea, Non-alcoholic Fatty Liver Disease, Oxidative

Stress.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1DOENGCA HEPATICA ESTEATOTICA METABOLICA (MASLD)

1.1.1 DEFINICOES

Os primeiros relatos de acumulo de gordura no figado remontam ao século 19 (1).
Mais tarde, ja no século 20, modelos experimentais ja descreviam, na década de 1950,
os achados histologicos evidenciados nos sujeitos com esteatose hepatica, incluindo
balonizagao e alteragdes de contorno dos componentes celulares (2). Leevy (3) define
o figado gorduroso como a presenga de gordura em espécimes de biopsia hepatica
na auséncia de outras alteragcdes histologicas primarias. Foi também proposta a
graduagéo da esteatose hepatica em niveis (leve, moderada e acentuada), com os
pontos de corte de 10%, 30% e 70%, semelhante a usada hoje.

O conceito de doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) surgiu em 1980,
com base em achados histolégicos (4). O excesso de acumulo de gordura (sob a forma
de triglicerideos), quando presente em mais de 5% dos hepatodcitos, na auséncia de
correlagdo com o consumo de alcool, foi definida como esteatose hepatica nao
alcodlica (5). Quando havia um componente de inflamacgao e balonizagao hepatocitaria,
juntamente com a esteatose, essa doenga foi, na época, denominada esteato-hepatite
n&o alcoolica (EHNA).

A DHGNA compreende um espectro de anormalidades histolégicas no figado,
abrangendo desde a esteatose isolada, com nenhuma ou minima atividade
inflamatdria, sem evidéncia de dano celular até quadros de EHNA e de fibrose,
culminando em cirrose (6)(7), na exclusao de outras etiologias
(8). Além disso, para o diagnostico, deve ser excluido um consumo de alcool de 21
doses em média por semana para homens e mais de 14 doses em média para
mulheres (9).

Recentemente, a DHGNA foi renomeada para doenga hepatica gordurosa
associada a disfungdo metabolica (MAFLD do inglés) (10). Esta € uma revisdo do
termo DHGNA, o qual vinha sendo questionado por néao refletir claramente a etiologia
da doenga em questédo (11). Os critérios propostos para o diagnéstico de MAFLD,
sumarizados na figura 1, foram baseados em evidéncias de esteatose (detectada por
exames de imagem ou por amostragem histologica de bidpsia hepatica), além de

obesidade ou sobrepeso (IMC maior ou igual a 25kg/m2), diabetes tipo 2 (do inglés
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T2DM), ou, ainda, em pacientes com peso normal na presenga de pelo menos dois
fatores de risco metabdlicos (circunferéncia abdominal aumentada - maior ou igual a
102/88 cm em homens e mulheres caucasianos € maior ou igual a 90/80 cm em
homens e mulheres asiaticos, hipertensao arterial sistémica - maior ou igual a 130/85
mmHg ou tratamento medicamentoso para hipertens&o arterial, triglicerideos séricos
elevados - maiores ou iguais a 150 mg/dL para homens e menor que 50mg/dL para
mulheres ou tratamento medicamentoso especifico, colesterol HDL baixo, estado de
pré-DM2, resisténcia insulinica elevada - escore de resisténcia a insulina maior ou

igual a 2.5 ou ainda proteina C reativa elevada - maior ou igual a 2 mg/L) (12).

Figura 1. Fluxograma de critérios diagnosticos para MAFLD

\ \ \

Adaptado do artigo A new definition for metabolic dysfunction-associated fatty liver disease: An international expert consensus statement,
Mohammed Eslam, Philip N. Newsome2, Shiv K. Sarin, Quentin M. Anstee, Giovanni Targher, Manuel Romero-Gomez, Shira Zelber-Sagi, Vincent
Wai-Sun Wong, Jean-Frangois Dufour, Jorn M. Schattenberg, Takumi Kawaguchi, Marco Arrese, Luca Valenti, Gamal Shiha, Claudio Tiribelli, Hannele
Yki-Jarvinen, Jian-Gao Fan, Henning Granbaek, Yusuf Yilmaz, Helena Cortez-Pinto, Claudia P. Oliveira, Pierre Bedossa, Leon A. Adams, Ming-Hua Zheng,
Yasser Fouad, Wah-Kheong Chan, Nahum Mendez-Sanchez, Sang Hoon Ahn, Laurent Castera, Elisabetta Bugianesi, Vlad Ratziu, Jacob George, 2020.

Pouco tempo apds a proposta de alteracdo de nomenclatura, e como muitos
pacientes advogaram se sentir estigmatizados pelas palavras “gordurosa” e “néo
alcodlica”, um consenso renomeou MAFLD como doenca hepatica esteatdtica
associada a disfungdo metabdlica (MASLD do inglés) (13). Essa mudancga reflete
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melhor a fisiopatologia e as alteragdes cardiometabdlicas dessa doenga comum (14).

1.1.2 — EPIDEMIOLOGIA

A MASLD é, mais recentemente, a causa mais comum de alteracdo de enzimas
hepaticas nos paises ocidentais (5). Desde o ano 2000, a MASLD se tornou a doencga
hepatica cronica mais comum nos Estados Unidos (5). A prevaléncia global é estimada
em 25,24% (8). A prevaléncia reportada de MASLD varia amplamente a depender da
populacdo estudada e da definicdo utilizada (9). Nos paises africanos e asiaticos, a
epidemiologia da MASLD é moldada pela grande variedade de estilo de vida e
crescimento econémico, bem como da variagao entre comunidades rurais e urbanas,
dentro de um mesmo pais. Como exemplo, a prevaléncia gira em torno de 30% nas
areas urbanas e costeiras da China e se reduz a cerca de 1% nas areas rurais (5).
Dados europeus estimam, igualmente, que essa doenga ocorra em um quarto da
populacéo atingida (15). Em 2016, a populagdo mundial estimada com MASLD era de
25% e 31% na América do Sul (16). A prevaléncia global de MASLD atingiu 38% em
2016 (17).

Em estudo multicéntrico nacional, MASLD foi evidenciada mais frequentemente
em assintomaticos (18). No sul do Brasil, em pacientes submetidas (populagao
feminina neste estudo) a cirurgia bariatrica, a prevaléncia chega a 84% (19). Em um
estudo do nosso meio com pacientes obesos morbidos submetidos a cirurgia
bariatrica, a esteatose foi diagnosticada em cerca de 90% dos pacientes, MASH em
70% e cirrose em cerca de 1% (20).

Uma pequena proporcdo de pessoas com MASLD desenvolve MASH com
consequente maior risco de complicagdes como fibrose hepatica, cirrose e carcinoma
hepatocelular. Uma recente revisdo sistematica sugere uma prevaléncia global de
MASH de 5,27% (17).

A fibrose hepatica, que aumenta o risco de descompensaciao hepatica e morte
(21), foi detectada em até 48% dos pacientes com obesidade morbida submetidos a
cirurgia bariatrica em nosso pais. Os pacientes portadores de MASH tem sobrevida
menor do que a populagdo geral devida tanto a causas cardiovasculares quanto a
progresséo do dano hepatico (22).

A epidemia mundial de TDM2 e de obesidade, bem como a nova definigdo MASLD
pode aumentar a prevaléncia da doenga no futuro (23). Em pacientes com TDM2 ha
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risco aumentado tanto para esteatose severa quanto para fibrose severa (24). Além
disso, a MASLD esta se tornando a causa mais comum de carcinoma hepatocelular

em paises desenvolvidos (25).

1.1.3 -FATORES DE RISCO

Estudos dos anos 90 descreviam os pacientes como mulheres de meia-idade,
tipicamente obesas com hepatomegalia assintomatica, portadoras de T2DM ou
hiperlipidemia, sem outras doengas relacionadas (26). Pacientes portadores de
obesidade moérbida, além do risco de MASLD, apresentam esteato-hepatite associada
ao metabolismo (MASH) com frequéncia (20). Portanto, os fatores de risco
estabelecidos para MASLD incluem obesidade e diabetes tipo 2 (T2DM) (27), além da
idade avancada, sedentarismo, tipo de dieta, estilo de vida e tabagismo (22).

Pacientes portadores da mutacdo do gene PNPLAS3 (“Patatin-like Phospholipase
Domain-Containing Protein 3”), o qual tem papel importante no acumulo hepatico de
triglicerideos, tem tendéncia a desenvolver MASLD (22). Essa hiperexpressao
genética € associada a padrdes histologicos mais agressivos (28), bem como a graus
mais avangados de fibrose (29).

1.1.4 - FISIOPATOLOGIA

Em 1998, surgiu a hipotese de dois eventos exitosos (“hits”) para a evolugéo da
esteatose para a MASH. O primeiro evento seria a resisténcia insulinica, secundaria
a obesidade e o segundo inclui estresse oxidativo, citoquinas inflamatorias e
endotoxinas bacterianas. Infere-se que tal complexidade € fator relevante para a
dificuldade em desenvolver modelos animais de pesquisa (30).

A fisiopatologia da MASLD, demonstrada na figura 2, € complexa e multifatorial

(31). Nos pacientes obesos, muitos fatores contribuem para o acumulo de lipideos no
figado. O ganho de peso, inicialmente, & associado a marcada expans&o do tecido
adiposo, levando a disfuncéo dos adipdcitos e eventual morte celular. Essa disfungao
ativa a resposta inflamatoria (32). A obesidade também resulta em ativacéo de rotas
pro-inflamatodrias de serinas quinases, as quais geram resisténcia insulinica. Este
processo de ativacdo tem importante papel nas vias inflamatérias e citotéxicas na
MASLD relacionada a obesidade (33).
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Como consequéncia da disfung¢ao do tecido adiposo e da resisténcia insulinica
sistémica relacionados a obesidade, o figado fica exposto aos altos niveis de acidos
graxos e insulina circulantes (32). A absor¢do hepatica de acidos graxos pode ser
facilitada pela translocase de acidos graxos (sigla em inglés FAT), também conhecida
como CD36, pela proteina acido graxo ligante hepatica (sigla em inglés L-FABP) e
pelas proteinas de transporte de acidos graxos (sigla em inglés FATPs). Todas essas
proteinas sao reguladas pela expressao génica correspondente (34). O acumulo dos
acidos graxos nos hepatocitos induz a sintese de triglicerideos (32).

Seriam considerados fatores intra-hepaticos da MASH o estresse oxidativo, o
estresse reticulo endoplasmatico, a lipotoxicidade e a disfungdo mitocondrial (6). A
ativacdo dessas rotas e a regulagdo positiva do CD36 pelo estresse oxidativo pode
ser um importante mecanismo no desenvolvimento da fibrose hepatica (35). A
inflamac&o crénica leva a fibrose hepatica ativando o sistema imunolégico e uma
miriade de eventos relacionados, incluindo ativagbes e inibigbes génicas, com
consequéncias nas respectivas expressodes proteicas, bem como as interagdes entre
macroéfagos, neutrofilos e linfocitos (36) (37).

Estudos recentes demostraram que a microbiota intestinal afeta o metabolismo
hepatico e também influencia no balango entre efetores pré e anti-inflamatorios
hepaticos, os quais afetam diretamente na MASLD e sua progressao para MASH (5)
(10) (22). Alguns estudos mostram que espécies de bactérias se associam a fibrose
hepatica, bem como outras, quando presentes parecem ser menos associadas a
MASLD (38).

Outros mecanismos envolvidos nesse processo de progressao para esteato-hepatite
incluem: inflamagado, através de citocinas como a interleucina 6 (IL-6), o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), e a interleucina 1 beta (IL-1B); resisténcia a insulina,
através da fosforilagdo aberrante dos substratos receptores de insulina 1 e 2 (do inglés
IRS-1 e IRS-2); metabolismo toxico de acidos graxos, com alteragao da expressao da
proteina transportadora de acidos graxos 2 (do inglés, FATP2), disfun¢gdo mitocondrial,
com a formacdo de ROS; ativagdo macrofagica no tecido adiposo periférico,
determinando diminui¢do da adesdo de mondcitos; expressao génica alterada, como
a hiperexpresséao génica de CD36, a do receptor ativador-proliferativo do peroxissomo
gama (PPAR-y), além dos pleomorfismos genéticos do PNPLA 3; modificacbes

epigenéticas, como metilagdo do DNA, acetilagdo proteica (n&do somente
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das histonas), silenciamento génico e micro-RNAs, entre outros (37—44).

Uma linha tedrica recente vem encontrando resultados relacionados a
alteracdes proé-inflamatérias das plaquetas circulantes e ao acumulo de plaquetas no
parénquima hepatico, ambos 0s mecanismos associados a gravidade da MASLD
(45). Esta cada vez mais claro que, além de seu papel central na hemostasia e na
reparagao de lesbes vasculares, as plaquetas s&o protagonistas em multiplas
condigoes fisiopatoldgicas, incluindo as que envolvem o metabolismo hepatico, bem
como os processos inflamatérios mediados por linfécitos T e as doencas associadas
a essa via imune. Ja esta documentado o protagonismo das células de Kupffer no
recrutamento de plaquetas intra-hepaticas nos estagios iniciais e avangados da
MASLD e da MASH (46).

A interagao entre status genético e fatores ambientais pode explicar parte da
variabilidade de manifestagcdes do fendétipo e da severidade da MASLD entre
individuos (22). O papel de fatores epigenéticos comega a emergir, explicitando a
integracao de informagdes de expressao génica com informagdes relacionadas ao

metabolismo celular (32).

Figura 2. Conceitos atuais nas vias de esteatose e de esteato-hepatite
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Muitos dos conceitos atuais de DHGNA sao destacados. Existem trés componentes principais que se cruzam: (1) aumento do tecido adiposo visceral (do inglés,
VAT) e alteracao sistémica e resposta hepatica ao aumento da insulina (resisténcia a insulina); (2) exportacao, oxidagao e dessaturagao alteradas de acidos
graxos hepaticos (do inglés, FA) intra hepatocitaria; e (3) o inicio e os efeitos subsequentes da lipotoxicidade. As setas verdes destacam os caminhos que sao
conhecidos por desempenharem um papel significativo. As setas amarelas indicam dreas de investigagdo mais recente e destacam trabalhos em
desenvolvimento que mostram que a esteatose e a esteato-hepatite sao nao necessariamente processos interdependentes. Aumento da ingestao caldrica, em
combinacao com aumento de gordura saturada e consumo de frutose, levam ao aumento do VAT; o consumo de frutose também estimula a lipogénese de novo
(do inglés, DNL) e nao causa a sinalizagao da saciedade como ocorre com a glicose. 0 VAT é um tecido metabolicamente ativo que produz numerosas citocinas
pré-inflamatdrias [fator de necrose tumoral alfa (do inglés, TNF-), interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR)] e estd associado a diminuigao da
adiponectina, uma adipocina que € anti-inflamatdria. Tanto o VAT quanto a esteatose hepatica causam e sao causados por hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina em uma relagao de retroalimentagao. 0 VAT também aumenta a entrega de dcidos graxos livres (do inglés, FFA) ao figado através da circulagao portal,
resultando em aumento da carga do metabolismo dos FAs no figado. DNL, aumento da reesterificagao de triglicerideos e aumento da oxidagao sao todos
afetados. Em alguns pacientes, os mecanismos compensatorios para prevenir a lipotoxicidade do metabolismo alterado dos FAs falham, e os resultados sao a
esteato-hepatite e a fibrose. As citocinas pré-inflamatdrias circulantes do VAT, a falta de dessaturagao adequada de 4cidos graxos saturados (do inglés, SFA)
aos dcidos graxos poliinsaturados (do inglés, PUFA), o aumento de espécies reativas de oxigénio (do inglés, ROS) do estresse oxidativo e do reticulo
endoplasmético (do inglés, ER). Especula-se que o estresse e o aumento da endotoxina portal desempenham um papel na lipotoxicidade. Falha no reparo e
inflamacao dos hepatdcitos perpetuam o(s) processo(s) que iniciam e promovem a fibrose. Abreviatura: VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa.

Fonte: Adaptado do artigo Nonalcoholic Fatty Liver Disease: Pathology and Pathogenesis, Dina G. Tiniakos, Miriam B. Vos, and Elizabeth M. Brunt, 2010.

1.1.5 O PAPEL DO CD36

A translocase de acidos graxos (FAT em inglés) ou CD36 € uma proteina
transmembrana que conduz a entrada de acidos graxos no hepatdcito, portanto um
transportador de acidos graxos para o citoplasma celular (34). A expressao basal
hepatocitaria de CD36 é considerada baixa, mas aumenta significativamente em
dietas ricas em gorduras (34).

Essa é uma molécula de sinalizagdo também envolvida na resposta inflamatéria
(47). O aumento da expressdo de CD36 no figado pode contribuir para o
desenvolvimento da MASLD (48). Ja esta estabelecido que o CD36 estabelece a
mediagdo com os mecanismos moleculares envolvidos na ativagao hepatocelular via
estresse oxidativo (49). O gene que codifica a proteina CD36 € superexpresso em
pacientes com MASLD (40), estimulando as vias de estresse oxidativo e de apoptose,
pelos ligantes especificos, com mediacdo dos reguladores de transcricdo, conforme
apresentado na figura 3. A positividade do CD36 foi estudada por analise imuno-
histoquimica em humanos e foi associada a resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
piora da esteatose (50). A ativagdo da expressao do CD36 (por regulagdo do PPAR-
Yy) em macrofagos, esta implicada na formagao das placas ateroscleroticas (48).
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Figura 3. O mecanismo de agao do CD36 nos hepatdécitos
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Mecanismos moleculares pelos quais a inibigao da palmitoilacao do CD36 protege camundongos da MASH. A dieta rica em gorduras aumenta a palmitoilagao do
CD36, promovendo a entrada do CD36 na membrana plasmética, facilitando a ligagao/captagao de 4cidos graxos de cadeia longa e a formacdo do complexo
CD36/Fyn/Lyn, ja que o CD36 nao apenas funciona como um transportador de dcidos graxos, mas também recruta a quinase da familia src Fyn e Lyn para formar
complexos de sinalizacao de proteinas. O desequilibrio entre a disponibilidade de &cidos graxos (captagao) e o consumo pela B-oxidagao de dcidos graxos, assim como
a ativacao da resposta inflamatdria, resulta no desenvolvimento de MASH. Quando a palmitoilagéo do CD36 foi inibida, a transducéo de sinal inflamatdrio mediada
por JNK [a quinase c-Jun NH(2)-terminal (JNK) contribui para a esteato-hepatite e a fibrose] € inibida e a homeostase celular de 4cidos graxos é recuperada,
protegendo contra a patogénese de MASH.

0 4cido clorogénico (CGA) regula positivamente o PGC-Ta (do inglés, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamima Coactivator 1-alpha — um promotor da
oxidacdo de 4cidos graxos) ao inibir o CD36, diminuindo assim os niveis de expressao de IL-1p, IL-6, TNF-a, COX-2 (ciclooxigenase-2) e a sintetase de induzivel
Gxido nitrico (iNOS), para desencadear efeitos bioldgicos. Esses dados sugerem que o CGA previne respostas inflamatdrias, e esse efeito pode ser mediado pela
modulagao da cascata CD36/AMPK/PGC-1a.

1.1.6 —APRESENTAGAO CLINICA E DIAGNOSTICO

A maioria dos pacientes com MASLD sao assintomaticos (51), ou tem queixas

inespecificas, como fadiga, disturbios do sono ou desconforto em hipocéndrio direito.
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Hepatomegalia, apesar de infrequente, € o achado mais comum ao exame fisico (32).
Os parametros séricos tradicionais e comumente avaliados incluem ALT, AST, além
de ferritina e outros (32). Mais recentemente, testes séricos de micro acidos
ribonucleicos (MiRNA) parecem ter robusta eficacia diagnostica para pacientes com
MASLD (52). Tais testes, no entanto, ndo parecem ser adequados para todos os perfis
de pacientes, tendo falhado ao estudar populagao especifica de pacientes com T2DM
(53). Atualmente, ha uma série de biomarcadores, incluindo os com potencial preditor
de desfechos, como a fibrose hepatica, incluindo SteatoTest, Fatty Liver Index and
NAFLD Liver Fat Score (31). Testes matematicos indiretos também podem ser
utilizados para estimar o risco de fibrose avangada, ou exclui-la, sendo os melhores o
APRI e o FIB-4 (54).

Dentre os métodos de imagem utilizados estao a ultrassonografia convencional,
a qual é o método mais utilizado, porém pode apresentar resultados falso negativos,
a tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear magnética (exame mais
especifico). Embora esses métodos sejam confiaveis para a detecgédo ndo-invasiva de
esteatose moderada a severa, eles ndo sao capazes de diagnosticar MASH e fibrose.
Tecnologias para a avaliagao nao invasiva de fibrose, como Fibroscan®, (impulso de
forca de radiagado acustica), elastografia guiada por ultrassom e elastografia baseada
em ressonancia nuclear magnética sao utilizadas para determinar a severidade da
fibrose hepatica associada a MASH (55). A elastografia transitoria, ao ser comparada
com elastografia guiada por ultrassom parece apresentar a melhor performance em
relacdo ao padrao aureo (biopsia hepatica) para o diagndstico e excluséo de fibrose
avangada em pacientes com MASLD (56). A ressonancia nuclear magnética, em suas
diversas modalidades descritas (31), tem ganhado espago dentre os diferentes
métodos citados, constando como recomendacéo atual para o manejo dos pacientes
com MAFLD nas diretrizes propostas (57).

Finalmente, o valor da biopsia hepatica como ferramenta diagnodstica, embora seja
um procedimento invasivo, continua a ter relevancia, principalmente em situagdes de
discrepéncias nos resultados dos demais testes (32), bem como para excluséo de
diagndsticos diferenciais. O diagndstico da MASH é feito pela associagdo do acumulo
de gordura em mais de 5% do parénquima hepatico com inflamacéo lobular ou portal
e balonizac&o hepatocelular, com ou sem fibrose (3). Em 1999, uma proposta para a
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classificacdo e estadiamento desses achados foi apresentada (58).

1.1.7 — CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

Em 2005, o Comité de Patologistas do Grupo de Pesquisa Clinica para
Esteatohepatite Nao-alcodlica aprimorou, desenhou e validou um sistema de pontos
que discriminou todo o espectro da MASLD, propondo o escore de atividade de
MASLD, chamado NAS (do inglés NAFLD score), amplamente difundido. O escore
engloba quatorze diferentes categorias de achados histologicos, quatro dos
componentes de forma semiquantitativa: esteatose (graduada de 0 a 3), inflamagéao
lobular (graduada de 0 a 3), a balonizag&o (graduada de 0 a 2) e a fibrose (em escores
0 (auséncia de fibrose), 1a (fibrose sinusoidal leve), 1b (fibrose sinusoidal moderada),
1c (fibrose portal), 2 (fibrose perisinusoidal associada ao periportal), 3 (fibrose septal)
e 4 (cirrose)). Adicionalmente, a inflamacao portal crénica e a localizag&o da esteatose
foram incluidos (59).

Mais tarde, em 2012, Bedossa desenvolve um algoritmo para avaliar e
subclassificar as bidpsias hepaticas de pacientes obesos moérbidos. A avaliagao
semiquantitativa de esteatose, balonizagcdo hepatocitaria e inflamagao lobular foi
utilizada. Foi sugerido o escore SAF, que incluiu esteatose (S), atividade (A) e fibrose
(F) (60).

A recomendacao atual € de que o laudo contenha os resultados descritos
através de padrdes estabelecidos, incluindo a presenca ou nao de fibrose e de
esteato-hepatite, bem como a graduacao destes, quando presentes, sendo sugerido
0 uso do escore NAS (57).

Na tentativa constante de aprimorar, bem como detectar marcadores objetivos
que confirmem a presenga das alteragbes citoldgicas hepatocitarias, incluindo a
balonizacdo, o uso de estudo imunoistoquimico complementar com avaliagdo da
citoqueratina 18 (CK18) pode ser utilizado (61-63). Os achados até aqui descritos
estdo contemplados na figura 4.
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Figura 4. Gatilhos e Resolugdo de MASH

° r ‘R . (Mediadores pro-resolugao especializados
B VAT y 5 ¥ « Resolvinas, protetinas e maresinas n-3
L??D @ s derivadas de cidos graxos
g Adipocinas (baixa adiponectina) + Lipoxinas n-6 derivadas de dcidos graxos
= =1 Quimiocinas e citocinas FFA'S
% Estresse Celular Resolugio

\_ Macrdfagos M1

Morte Celular

Respostas imunes
inatas (PRRs) e
citocinas
inflamatdrias

Fatores genéticos
e epigenéticos

‘/ Y pmawes
> S=
oy A\

Disbiose intestinal _
“permedvel”

Eixo Intestino-Figado

Intestino

0 figado deve abordar uma infinidade de moléculas sinalizadoras provenientes de diferentes fontes, como o tecido adiposo periférico (do
inglés, VAT) e o trato gastrointestinal. 0 aumento da gordura visceral (VAT) é associado ao aumento da infiltragao de macrdfagos M1, o que
desencadeia resisténcia a insulina (do inlgés, IR) e a um perfil alterado de adipocinas (baixos niveis de adiponectina e altos niveis de leptina
e fator de necrose tumoral). Macréfagos do VAT secretam quimiocinas e citocinas que induzem inflamagao hepatica e IR hepatica. 0 aumento
de dcidos graxos livres (FFA) circulantes devido a lipdlise pode induzir efeitos lipotoxicos hepaticos e morte celular, alimentando ainda mais a
inflamagao hepatica. Fatores dietéticos, como frutose (do inglés, Fre), FFAs, colesterol livre (do inglés, FC), ferro (Fe) e baixos niveis de cobre
(Cu), contribuem para um efeito pro-inflamatdrio intra hepatico, induzindo efeitos lipotdxicos, disfungao mitocondrial, estresse do reticulo
endoplasmatico, estresse oxidativo e apoptose. A disfungao da barreira intestinal leva ao aumento da translocacao bacteriana e dos niveis
circulantes de padroes moleculares associados a patdgenos ou associados a microrganismos (P/MAMPs), que podem induzir uma resposta
inflamatdria através da ativacao de células inflamatdrias hepaticas. Além disso, a suscetibilidade a um estado inflamatdrio hepatico depende
do contexto genético e epigenético. A inflamacao hepatica pode ser resolvida por mecanismos macrofagicos e por mediadores pro-resolugao
especializados. O tecido hepatico na EHNA (detalhe) € caracterizado por esteatose macrovesicular proeminente, infiltrado inflamatdrio misto
(ponta de seta) e balonizagao de hepatdcitos com presenga de corpiisculos de Mallory-Denk (seta).

Fonte: Adaptado de Triggering and resolution of inflammation in NASH, Susanne Schuster, Daniel Cabrera, Marco Arrese and Ariel E. Feldstein, 2018.

1.1.8 - PROGNOSTICO

O indice de progressao de MASLD para MASH ¢ discrepante nos dados da
literatura, considerando-se as diferentes formas de avaliagdo diagndstica utilizadas
nos estudos clinicos. Segundo Younnossi (8), as taxas de incidéncia para progressao
de fibrose, o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e a mortalidade foram,
respectivamente, 41%, 5,29% e 2,56% em pacientes com MASH. Pacientes com
MASLD tem indices inferiores: 0,44% para desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular e 1,05% para mortalidade por doencga hepatica.

O estagio de fibrose prediz tanto mortalidade global quanto especifica nesses
pacientes. Por outro lado, o escore NAS (que avalia esteatose, inflamagéo e
balonizacao hepatocitaria) ndo parece ser efetivo nesta avaliagéo (64). A habilidade,
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portanto, de detectar a fibrose precocemente, em pacientes com MASLD parece ser
critica para controlar a mortalidade associada a esta doenca de elevada prevaléncia
(65).

1.1.9 -TRATAMENTO

Até o momento, as diretrizes de tratamento sdo multimodais (57).
Historicamente, o principal tratamento para MASLD consiste na remogé&o dos agentes
causadores, incluindo drogas hepatotoxicas, medidas que promovam a perda de peso,
como a dieta, o controle de T2DM e de hiperlipidemia. O foco do manejo é amenizar
os efeitos dos fatores de risco para MASH, prevenindo assim a progressao da doenga
ou até mesmo a regressao de esteatose hepatica ou MASH ja estabelecida
(66). O exercicio fisico faz parte das recomendacgdes para esses pacientes, conforme
as diretrizes atuais (57).

Dentro das modalidades terapéuticas, incluem-se as de mudancga de habitos,
com melhora da qualidade de vida, medicagdes orais e, em pacientes obesos
morbidos, a cirurgia bariatrica é tratamento eficaz (5). Os farmacos incluidos nas
diretrizes incluem medicagdes indutoras de perda ponderal, bem como medicamentos
com potenciais beneficios hepaticos, como terapias baseadas em incretinas,
inibidores de SGLT-2, pioglitazona, com recomendacédo de nivel B pelas atuais
diretrizes (57). Publicagbes atuais incluem estudo clinico de fase 2b para avaliar a
tirzepatida como tratamento para disfungéo metabdlica (67). Neste ano, o resmetirom,
um anti-fibrético constituido de um agonista do receptor de hormdnio tireoidiano-f3 foi
aprovado para uso, associado a dieta e exercicio, para o tratamento de adultos com
NASH com e fibrose hepatica moderada a avangada (consistente com os estagios de

fibrose F2 a F3), sem cirrose (68).

1.2APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO

1.2.1 CONCEITOS GERAIS, EPIDEMIOLOGIA E APRESENTAGAO CLINICA

As primeiras descri¢des de apneia obstrutiva do sono (AOS) foram publicadas

a década de 1960 e tem por caracteristica a alteragdo da musculatura craniofaringea
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(69), incluindo retrognatia, macroglossia, a redugdo excessiva do ténus muscular
durante o sono, permitindo o colapso da via aérea (70).

AOS é uma condi¢do comum que afeta de 2% a 4% da populagéo geral e de
35% a 45% dos individuos obesos. Dentre os ultimos, a prevaléncia é de 42% a 48%
em homens e de 8% a 38% em mulheres (71). Essa disparidade provavelmente se
deve a fatores como o perfil hormonal, a distribuicdo da gordura corporal e as
diferencas anatomicas nas vias aéreas superiores entre os sexos (71). Os sintomas
noturnos incluem ronco alto, despertares noturnos frequentes, além do relato
testemunhal de apneia. Ja o diurno é a sonoléncia excessiva, com tendéncia a
adormecer em determinadas circunstancias nao usuais (70).

Apneia é definida pela redugcdo do fluxo de ar de mais de 90% durante a
respiracédo em relacdo ao valor basal. Hipopneia € a reducéo do fluxo de ar de mais
de 30%, por um tempo = 10 segundos, resultando em dessaturagédo de oxigénio de

pelo menos 3% a 4% (70,72). A classificagdo da gravidade da AOS é realizada com
base no indice de apneia/hipopneia por hora de sono (IAH). O indice de dessaturagéo
de oxigénio é determinado pelo numero de episddios em que ocorre uma
dessaturagéo de oxigénio maior ou igual a 3% a 4% durante cada hora do tempo total
de sono. Em individuos adultos saudaveis, a pontuacdo do IAH é inferior a 5. Os
pacientes com apneia do sono s&o categorizados pelos protocolos conforme os niveis
de IAH: aqueles com indices entre 5 e 14 sdo considerados com grau leve, entre 15 e
29 com grau moderado, e aqueles com |IAH igual ou superior a 30 s&o classificados
como grave (73).

1.2.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Na avaliagdo clinica de pacientes com sintomas sugestivos de apneia
obstrutiva do sono (AOS), diversas escalas e questionarios sao utilizados para
diagnostico e triagem. O Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQIl), validado para o
portugués em 2009, fornece uma combinacdo de informagdes quantitativas e
qualitativas sobre o sono no més anterior e consiste na aplicacdo de 19 questdes
autoaplicadas, além de 5 questdes respondidas por acompanhantes. Essas ultimas
sdo utilizadas apenas para fins de informagéao clinica. Todas s&o agrupadas em sete
componentes, com pesos variando de 0 a 3. Os componentes do PSQI incluem:
qualidade subjetiva do sono, laténcia do sono, duragao do sono, eficiéncia habitual do
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sono, disturbios do sono, uso de medicamentos para dormir e disfungédo diurna. As
pontuagdes desses componentes sdo somadas para gerar um escore global que varia
de 0 a 21, sendo que uma pontuagao acima de 10 indica ma qualidade do sono (74).
O estudo do sono é a investigagdo mais importante para o processo de diagnostico
da AOS (70). A polissonografia é o padrdo aureo para diagnosticar a doenga (75).

O tratamento da AOS é predominantemente realizado por meio do uso de
CPAP (do inglés Continuos Positive Airway Pressure), um dispositivo que gera e
direciona um fluxo continuo de ar por meio de um tubo flexivel para uma mascara
nasal ou oronasal adequadamente ajustada ao rosto do paciente. Quando a presséo
positiva € aplicada através das narinas, ocorre a dilatagdo de todo o trajeto das vias
aéreas superiores. Os beneficios associados ao uso do CPAP incluem a eliminagao
das apneias, o aumento da saturagdo de oxi-hemoglobina e a diminuigdo dos
despertares noturnos relacionados a eventos respiratérios. Como resultado, se
observa uma reducdo da sonoléncia diurna excessiva, bem como uma melhoria nas
fungdes neuropsiquicas, nos sintomas depressivos e na qualidade de vida (76).

Além disso, outras modalidades incluem cirurgias craniofaciais, mudancas
comportamentais de estilo de vida, bem como perda de peso, com ou sem cirurgia
bariatrica (70).

1.2.3 ASSOCIACAO DA APNEIA OBTRUTIVA DO SONO E A DOENCA
HEPATICA ASSOCIADA A DISFUNGCAO METABOLICA

Evidéncias crescentes apontam que a AOS predispde, a hipertensao arterial
sistémica, a dislipidemia e a hiperglicemia, independentemente da obesidade visceral
(77). A interacéo fisiopatologica entre a AOS e as doengas metabodlicas e suas
repercussdes hepaticas (em obesos e ndo obesos), € complexa, abrangendo fatores
humorais, mecanicos, hemodinamicos, neurais e do ritmo circadiano. O estresse
oxidativo e a disfungdo endotelial configuram-se como os principais mecanismos
envolvidos (70,72,78-83).

Estudos indicam que a hipoxemia crénica intermitente (HCI), resultante da
AQOS, pode promover o aumento da producao de citocinas pro-inflamatérias, disfuncao
endotelial, estresse oxidativo, desregulacdo metabdlica e resisténcia a insulina,
evidenciando a correlagdo entre os fatores da AOS e da MASLD (84-86). A HCI
provoca um desequilibrio entre os agentes oxidantes e antioxidantes, o que pode
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resultar na formagdo de espécies reativas de oxigénio (do inglés ROS),
lipoperoxidacdo e dano hepatico (83). Adicionalmente, esta descrito que o acumulo de
adipocinas esta relacionado a AOS via regulacéo génica (87).

Foi demonstrado que a HCI induz hiperglicemia e peroxidagdo lipidica
hepatica, além de aumentar a atividade do fator nuclear kappa beta (NF-kB), que é
um regulador da resposta inflamatéria (83,88). A hipoxia, por si so, pode regular a
expressdo de genes lipogénicos, reduzir a expressdo de genes envolvidos no
metabolismo lipidico e, dessa forma, promover o acumulo de triglicerideos hepaticos,
necrose, inflamacgao e fibrose, estando, portanto, também relacionada a progresséo
da doenca hepatica esteatotica ndo alcodlica (MASLD) (89). Diversos estudos tem
examinado a relag&o entre a apneia AOS e os achados histopatologicos (81,82,90).

Ha uma associagao reconhecida entre a sindrome da apneia obstrutiva do
sono (do inglés OSAS) e a SM, designada sindrome Z. A obesidade central esta
associada a OSAS e a SM, e ha evidéncias de que a AOS é um fator de risco
independente para obesidade, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Os
mecanismos implicados resultam da ativagdo do sistema nervoso simpatico e do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal; ativagdo de marcadores pro-inflamatérios, como a IL-6 e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); e a redu¢cdo nos niveis de adiponectina,
principalmente desencadeada pela HCI relacionada a apneia. Apesar de tais
evidéncias, os resultados s&o controversos quanto aos beneficios do tratamento da
AOS com CPAP na presenca dessas alteragdes metabdlicas. Além disso, os poucos
estudos que abordaram a AOS como um fator de risco para dislipidemia apresentaram
resultados conflitantes (91).

1.2.4 INTERFACE DO CD36 COM A APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO E A
DOENCA HEPATICA ASSOCIADA A DISFUNCAO METABOLICA

A expressédo do CD36 nos diferentes constituintes celulares € critica para a
regulacédo de sua atividade funcional como transportador de acidos graxos livres (do
inglés FFA), facilitando a captagéo e o influxo de FFA para as células, permanecendo
funcionalmente inativo nos estoques intracelulares e ativo quando translocado para a
membrana plasmatica (92). O CD36 esta amplamente localizado na membrana
plasmatica dos hepatdcitos, tanto em pacientes com MASH quanto em camundongos

com caracteristicas histologicas de MASH, indicando o papel de fendmenos
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bioquimicos na regulag&o da translocagao do CD36 para a membrana plasmatica dos
hepatocitos (93). Ha evidéncias indicando que o fator indutivel por hipéxia 2 alfa
(HIF2a) regula positivamente a expressao e a fungdo do CD36 nos hepatdcitos e pode
contribuir para o inicio da esteatose hepatica (92).

Em modelos animais, € relatado inducdo da biossintese lipidica hepatica
exacerbada por HIC em camundongos obesos (94). Foi demonstrado que a expressao
de CD36 esta aumentada no figado de pacientes com AOS e em camundongos
expostos a hipoxia intermitente (IH), que & a caracteristica clinica da AOS. Alguns
resultados indicam que o acumulo excessivo de lipidios observado nos figados de
camundongos sob condi¢cbes de IH é provavelmente devido a regulacdo positiva do
CD36, que esta envolvido na captagdo de acidos graxos livres pelos hepatdcitos,

juntamente com a expressao de genes implicados na lipogénese de novo, levando

assim ao inicio da esteatose hepatica. Estima-se que o CD36 possa ser alvo potencial

para novas terapias farmacologicas para pacientes com MASLD (95).

2. JUSTIFICATIVA

A elevada incidéncia de MASLD, associada a um pior prognostico da sua forma
evolutiva, a esteato-hepatite, justificam o estudo desta patologia. Ha um potencial para
novas pesquisas que avaliem a ativagao do CD36, um fator implicado no prognostico
da MASLD e sua expressao histolégica por imunoistoquimica. Além disso, existe uma
possibilidade de estudar melhor a relacdo entre a AOS, outro fator de risco de pior

prognéstico, e o CD36.

3. OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao imunoistoquimica do anticorpo CD36 na doenca hepatica
associada ao metabolismo (MASLD).

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

28



29

» Avaliar a expressdo imunoistoquimica do anticorpo CD36 na MASH e sua
gravidade.

» Avaliar a expressao imunoistoquimica do anticorpo CD36 na MASH com a
presenca de fibrose e sua graduagéo.

» Correlacionar a expressao imunoistoquimica do anticorpo CD36 com os dados
clinico laboratoriais e histolégicos dos pacientes, incluindo sindrome
metabdlica.

 Avaliar a expressdo imunoistoquimica do anticorpo CD36 nas diferentes
populacdes celulares hepaticas, bem como nos diferentes constituintes
celulares hepatocitarios.

» Correlacionar a expressao do CD36 em pacientes com AOS.
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ABSTRACT

Background Metabolic-associated steatotic liver disease (MASLD) [previously referred
to as Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)] is a worldwide health problem.
Evaluation of steatosis and metabolic dysfunction associated steatohepatitis (MASH)
[previously known as nonalcoholic steatohepatitis (NASH)] is current for liver
pathologists. MASH and fibrosis are prognostic factors for the development of cirrhosis
and mortality. Fatty acid translocase CD36 protein regulates the free fatty acid entrance
in hepatocytes and is implicated in inflammation and apoptosis. Moreover, it can be
associated with apnea, a prognostic factor for advanced MASH.

Goal This study aims to analyze CD36 overexpression in MASH and its relationship with
clinical conditions and histological findings associated with MASLD, including
obstructive sleep apnea (OSA).

Method This was a transversal study. Clinical, anthropometrical, and serum data were
collected. Patients were also submitted to polysomnography. Anti-CD36 antibody
immunostaining was performed on formalin-fixed paraffin-embedded liver biopsy. The
hematoxylin-eosin, Masson's Trichrome, and Perl’s slides were evaluated. The CD36
expression on hepatocyte plasmatic membrane and cytoplasm was accessed, as well
as the plasmatic membrane of the biliary duct. NAS score was applied, with
complementary evaluation, including fibrosis and ductular reaction. Statistical
analysis were assessed using Student's T-Test and Spearman’s Correlation
Coefficient.

Results The CD36 immunoreactivity was observed in 65.63% of patients. The more
advanced degree of MASH activity was perfectly correlated with CD36 positivity
(p=0.000), and there was a moderate correlation between MASH activity and CD36
positivity R 0.418 (p=0.017). The presence of interface hepatitis was more frequent in
CD36-positive patients (p=0.001), and lobular inflammation demonstrated a moderate
correlation with the cytoplasmatic expression pattern (p=0.022). ALT level was correlated
with CD36 positivity in the cytoplasm and the bile duct epithelium (p=0.002 and
p=0.005, respectively). Similarly, AST was correlated with CD36 cytoplasmatic positivity
(p=0.007).

There was a greater chance of dyslipidemia in CD36-negative patients, corroborated by the
negative correlation with CD36-positive expression in the bile duct epithelium (p=0.045).
Regarding total cholesterol, there was an inverse correlation with CD36 positivity in the
cytoplasmatic expression (p=0.026).

BMI was higher in CD36-positive patients (p=0.004). HDL was lower in CD36- positive
patients (p=0.032) and average glucose levels, although elevated in both groups, were
lower in CD36-positive patients (p=0.03). Concerning platelets, although at normal
levels in both groups, they were lower (on average) in CD36- positive patients (p=0.031).
A higher NAS score moderately correlated with CD36 positivity in the cytoplasm
(p=0.028).

Concerning polysomnography data and OSA, groups were similar in oxygen saturation
level, oxygen desaturation index, apnea-hypopnea index, apnea-hypopnea in the supine
position, and saturation percentage less than 90% in minutes.

Conclusions CD36 was expressed in patients with a higher BMI index, reinforcing the
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relationship between obesity on adiposetissue composition and increased fatty acids with
CD36 overexpression. The findings related to OSA were not statistically significant. There was
a correlation between CD36-positivity with AST, ALT, NAS score, and inflammation
intensity. Thus, this study suggests CD36 can be a biomarker of inflammatory activity and
prognosis of MASLD.

Keywords

CD36 Antigens, Obstructive Sleep Apnea, Non-alcoholic Fatty Liver Disease,
Oxidative Stress

INTRODUCTION

Lipidic liver accumulation has been reported since the 19th century [1]. The
concept of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) came in 1980, based on histological
findings [2]. Global prevalence reached 25.24% recently [3]. Liver fibrosis, which raises
the risk of cirrhosis and death from liver-related causes [4], was detected in up to 48% of
morbidly obese patients submitted to bariatric surgery in Brazil [5].

Recently, NAFLD was renamed fatty liver disease associated with metabolic
dysfunction (MAFLD)[6]. This is a review of the term non-alcoholic fatty liver disease, which
had been questioned mainly because it did not reflect the disease etiology [7]. Criteria
proposed for MAFLD diagnosis were based on evidence of fat liver accumulation in
addition to obesity/overweight, type 2 diabetes (T2DM), or metabolic dysregulation
evidence. As many advocates, patients felt stigmatized by the words “fatty” and
“nonalcoholic”, a consensus renamed MAFLD as metabolic dysfunction—associated
steatotic liver disease (MASLD) [8]. This change reflects this common disease
pathophysiology and cardiometabolic alterations [9].

The pathophysiology of MASLD is a lot complex and multifactorial [10]. In 1998,
the idea of a two-hit event explained the evolution from steatosis to metabolic dysfunction
associated steatohepatitis (MASH) [previously known as nonalcoholic steatohepatitis
(NASH)] [11]. Recent studies have shown the multiple mechanisms involved in this
process, including inflammation, insulin resistance, fatty acids metabolism,
mitochondrial dysfunction, altered gene expression, epigenetic modifications,
microbiota dysfunction, environmental exposure, and others [12], [13], [14], [15], [16],
[17], [18], [19], [20], [21]. Chronic inflammation leads to liver fibrosis by activating the
immune system and related events [22]. An important mechanism is fatty acid toxicity.
Furthermore, it is well-stabilized that fatty acid toxicity plays a role in inflammation and
apoptosis [23]. Among comorbidities, Obstructive sleep apnea (OSA), which leads to
chronic intermittenthypoxia (CIH), plays a crucial role, inducting an imbalance between
oxidants and antioxidants,

which can result in the formation of reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation,
and liver damage [24].

Regarding fatty acid metabolism, CD36 is a transmembrane protein that
translocates fatty acids into cell cytoplasm [25] and is a signaling molecule involved in
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inflammatory response [26]. Increased hepatic CD36 expression may contribute to
MASLD [27]. It is already established that CD36 meditates molecular mechanisms
involved in hepatocyte activation of oxidative stress [28]. The gene that encodes CD36
protein is overexpressed in MASLD patients [14]. In animal models, the report of induction
of hepatic lipid biosynthesis was exacerbated by intermittent hypoxia in obese mice [29].
The CD36 upregulation in the OSA population was studied with immunohistochemical
analysis in human patients and was associated with insulin resistance,
hyperinsulinemia, and increased steatosis [30]. Given the above, this study aims to
analyze automatized immunohistochemistry CD36 expression in liver biopsies from a
MASH population submitted to polysomnography and its relationship with clinical
conditions associated with MASLD, including apnea.

METHODS

Study Design

Cross-sectional study conducted under the Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology (STROBE) Statement, evaluating CD36
expression through immunohistochemistry.

Study Setting

All participants were recruited from the outpatient clinic in a tertiary hospital in
south Brazil, Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA). The
recruitment took place between April 2017 and April 2018 for a previous study [31].
Immunohistochemical analysis and the histological review were made between
October 2023 and August 2024. The sample was assessed by convenience, including all
patients treated at the outpatient clinic during one year of recruitment who met the
inclusion criteria and accepted the participation by signing the informed consent form
(ICF).

Participants

Inclusion criteria were patients over 18 years old, who met at least one of
metabolic syndrome (MS) criteria: systemic arterial hypertension (SAH); obesity; altered
serum fast glucose level or T2DM; elevated serum triglycerides or lower levels of high-
density lipoprotein (HDL), according to Adult Treatment Panel [32].

Exclusion criteria were the presence of viral hepatitis B or C, autoimmune
hepatitis, Wilson’s disease, hemochromatosis, primary biliary cholangitis, secondary
biliary cirrhosis, or primary sclerosing cholangitis. Patients who took hepatotoxic drugs
or drugs that may cause steatosis (corticosteroids, chemotherapy medications, among
others), and had alcohol consumption above

30 g/d for male patients and 20 g/d for female patients [33], [34]. Not enough liver tissue
available on paraffin block to immunohistochemistry was also an exclusion criterion.

Evaluations and Procedures

Clinical and anthropometric data were collected from the original database
following the previous study [31]. The anthropometric data involving BMI waist
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circumference were calculated and interpreted according to the following
recommendations [35]. Health conditions and habits evaluated involved chronic
diseases, medications, and smoking were also collected.

Laboratory tests included ALT and AST levels, total platelet count, total
cholesterol, low-density lipoprotein (LDL), HDL, triglycerides, fasting serum glucose,
gamma-glutamyl transferase (GGT), C-reactive protein (CRP), ferritin and arterial blood
gas. Insulin resistance was estimated by homeostasis model assessment (HOMA-IR)
[36]. APRI (AST to Platelet Ratio Index) [37], FIB4 [38], and NAS scores were also assessed
[39].

The liver biopsy was preferentially guided by ultrasound using an 18G needle.
Exceptional opportunity liver surgical biopsy was also acceptable. The gross evaluation
included counting and measuring the received sample. Specimens were formalin-fixed,
submitted to histological processing, and stained by hematoxylin- eosin, Perl’s, and
Masson’s trichrome technique for fibrosis evaluation.

All biopsies were analyzed by the same pathologist and ‘blinded’ to clinical
information. Portal spaces were counted in an intermediate magnification objective (10x)
(Olympus, CX 33, Tokyo, Japan). The steatosis pattern was evaluated by classifying it
into microvesicular, macrovesicular, or mixed patterns. The simple steatosis or MASH
classification was based on Kleiner et al. [39]. The NAS score [40] was the algorithm for
classifying MASH biopsies. The diagnosis of MASH required the presence of steatosis
above 5% associated with hepatocellular ballooning and inflammatory infiltration. Portal
and interface chronic inflammation were scored according to Ishak’s index [41]. Perl’s
stain slides surveyed siderosis accumulation. Fibrosis was classified using Masson'’s
trichrome [39]. For the statistical analysis, fibrosis was classified as mild (1a, 1b, or 1c) or
moderate to severe (2, 3, or 4).

Paraffin-embedded extra sections were submitted to total automatized CD36
immunostaining Benchmark Ultra from Ventana. The protocol was adjusted using recent
studies for other purposes [42], [43]. Antibody validation was carried out with normal and
mature adipose tissue, non-steatotic liver from non-neoplastic tissue of a metastatic
colon carcinoma without chemotherapy, and MASH biopsy from bariatric surgery liver
sampling. The standard antigen retrieval method is Heat Induced Epitope Retrieval (HIER)
in Tris-EDTA buffer pH 7.8 at 95°C for 64 minutes (standard cell conditioning solution - CC1)
and one hour from the primary antibody (clone EPR6573, 1:100 dilution, Abcam) on four
mm-thick sections, counterstained in hematoxylin, using adipose normal tissue and
NASH as positive controls. Hepatocyte membrane, cytoplasm, and biliary duct positive
expression were evaluated in all surface sections using a high magnification objective
(40x)

(Olympus, CX 33, Tokyo, Japan). Additionally, expression intensity was noted based on well-
established methods [44].

For statistical analysis, positive CD36 overexpression was considered diffusely
with moderate or strong intensity. Mild or focal expressions were considered negative, as
normal liver tissue expresses CD36 weakly [45]. Subjects were divided into two groups
using the CD36 overexpression as a reference. Light microscopy micrographs were
captured by a Videocam Olympus SC50 connected to an Olympus CX 33 light
microscope and
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processed with the CellSens 2.3 Image Analysis System (Olympus, Tokyo, Japan).

All patients were evaluated before polysomnography with the Pittsburgh Sleep
Quality Index (a questionnaire validated in Brazilian Portuguese in 2008) [46].
Polysomnography was performed with a StarDust Il portable sleep recorder
(Respironics, MNc, Murrysville, Pennsylvania, USA). All polysomnography exams were
executed in the Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA) sleep
laboratory and interpreted by the same pulmonologist. OSA is an airflow reduction of
more than 90% associated with persistent respiratory movements. Hypopnea
corresponds to partial airflow closure, with a decrease of 30% or more from baseline and
oxygen desaturation of more than 3% from baseline [47], [48]. OSA was classified under
specific guidelines [49].

Ethical Aspects

The original project was approved by the ISCMPA Research Ethics Committee
(approval letter 1971.946) in March 2017, and the new analyses by the same ethics
committee in July 2024 (approval letter 6.072.041). Volunteers read and signed the Informed
Consent Form. The entire research was conducted following Resolution 196/96 of the
National Health Council (Brazil) and adhered to the principles of the Declaration of
Helsinki for research involving human subjects. Data were processed following the
General Data Protection Law (Brazilian Law N° 13.709/2018).

Statistical Analysis

The description of qualitative variables was expressed in absolute and relative
frequency. The results of the quantitative variables are presented in mean and standard
deviation (SD). Data were tested for normality using Shapiro-Wilk’s test. Comparisons
between groups were assessed using Student’s T-Test for independent samples, and
the correlations were evaluated by Spearman’s Correlation Coefficient (rS). The p-value 1
0.05 was adopted as significant, and the rS was accepted as low when 0.1-0.29, moderate
when 0.3-0.59, strong when 0.6- 0.89, and very strong when 1 0.9. The analysis was
performed in the statistical software SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 18.0,
IBM Corp., Armonk, USA).

RESULTS

Of the original 61 individuals recruited, six refused polysomnography, and four did
not undergo liver biopsies. Furthermore, in 19 cases, there was not enough tissue to
perform immunostaining. Then, thirty-two patients had both polysomnography and liver
biopsytissue available and were analyzed.

Sample characterization data, including continuous and categorical data, are
presented in Tables 1.1 and 1.2, respectively. Of all 32 patients, the majority were male, and

the median age was around 57. BMI index mean was 32.9 kg/m2. All of them presented
MS, and 81.25% had visceral obesity. Over 70% of patients had TDM2, the same with
SAH. Dyslipidemia was found in 65.63% of the total of patients. The predominance of
nonsmokers was 56.25%. The mean total cholesterol was 193.25 mg/dL, with a 52.2 mg/dL
HDL fraction and 105.9 mg/dL LDL fraction. The triglyceride mean was 170 mg/dL, and the
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serum fastglucose mean was 135.5 mg/dL. The ALT mean was 35.68 U/L, and AST was 29.43 U/L.
The serum platelets mean was 251.344 uL +82.009. Eleven individuals had no
apnea/hypopnea, corresponding to 34.38% of the patients; 46.8% of the total sample
had mild apnea/hypopnea. Six subjects had moderate or severe apnea/hypopnea.

The CD36 immunoreactivity was observed in 21 of 32 patients. In Table 1.1, it is
observed that the BMI was higher in CD36-positive patients (p=0.004). Regarding HDL, it
was lower in CD36-positive patients (p=0.032). Although elevated in both groups, the
average glucose levels were lower in CD36-positive patients (p=0.03). Platelets, albeit at
normal levels in both groups, were lower (on average) in CD36-positive patients (p=0.031).

ALT and AST were similar between groups (p=0.084 and p=0.092 respectively).
Insulin, alkaline phosphatase (AP), gamma-glutamyl transferase (GGT), triglycerides,
RCP, and serum ferritin were not different statistically between CD 36-positive and CD36-
negative groups. FIB-4 and APRI evaluations were very similar between groups (p=0.988
for both variables).

One of the 32 patients was submittedfor surgical biopsy, and 31 forneedle biopsy.
The number of fragmentsmedian was three. The median length was 13.5 millimeters, and
the median number of portal spaces per sample was 13. Steatosis was observed in all the
samples. From the total, 50% of the patients had severe steatosis. All of them presented
MASH. Steatohepatitis activity grade was moderate or severe in 25% of patients. Portal
inflammation was a common finding (84.37% of the subjects), and most of the sample
had mild portal inflammation (68.75%). Lobular inflammation was found in 90.62% of the
sample and interface hepatitis in 25%. Siderosis was diagnosed in 18.75% of the total
sample. Liver fibrosis was found in 78.13% of the patients, and 46.88% presented
moderate or severe grade.

Ductular reaction was found in 62.5% of the total sample, and glycogenic nuclear
vacuolation in 56.25%.

In Table 1.2, it is visible that there was a greater chance of dyslipidemia
occurrence in CD36-negative patients, which is corroborated by the negative
correlation with CD36 in the bile duct epithelium (p=0.045) in Table 2. The more
advanced degree of MASH activity was correlated with CD36 positivity (p=0.000) in Table
1.2. This finding is supported by the moderate correlation between MASH activity and
CD36 positivity (Table 2). The presence of interface hepatitis was surprisingly ordinary
and was noteworthy more frequent in CD36-positive patients (p=0.001), table 1.2. On the
other hand, the presence of fibrosis (p=0.326) and even the grade (p=0.422) have shown no
correlation between both groups.

The lobular inflammation (p=0.835), portal inflammation (p=0.067), and
inflammatory infiltrate pattern (p=0.558) were not different between groups. The
steatosis score was also similar between groups (p=0.185), as well as other histological
findings, including nuclear glycogenic vacuolization (p=0.246), siderosis (p=0.103), and
ductular reaction (p=0.162) (table 1.2). Histologicaland immunohistochemistry findings
are demonstrated in Figure 1.

Concerning polysomnography data and OSA (tables 1.1 and 1.2), groups were
similar in: oxygen saturation level (p=0.584), oxygen desaturation index (p=0.053),
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apnea-hypopnea index (p=0.349), apnea-hypopnea in the supine position (p=0.278), and
saturation percentage less than 90% in minutes (p=0.931).

Table 2 shows only the statistically significant correlations. It can be observed
that there is a moderate correlation between elevated ALT levels and CD36 positivity in
the cytoplasm and the bile duct epithelium (p=0.002 and p=0.005, respectively). Similarly,
AST was correlated with CD36 cytoplasmatic positivity (p=0.007). Regarding total
cholesterol, there was an inverse correlation with CD36 positivity in the cytoplasmatic
expression (p=0.026). A higher NAFLD score showed a moderate correlation with CD36
positivity in the cytoplasm (p=0.028). Finally, lobular inflammation moderately
correlated with the same expression pattern (p=0.022).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first article that correlates automatized
CD36 expression and the histology of MASLD. The demonstration that the severity of
inflammatory activity was more frequent in CD36-positive patients is an important finding.
The persistent inflammatory activity over time results in chronic inflammation that
deteriorates tissue injury and contributes to MASH development [19]. MASLD is
associated with peripheral lipolysis and consequent

influx of free fatty acids to the liver. The metabolism of CD36 causes liverdamage [50].

The statistically significantly high BMI in the CD36-positive group reinforces the
idea of the impact of obesity on adipose tissue composition. Alterations in cell type
populations and changes in gene expression profiles of the adipose tissue already
published [51] may explain oxidative stress activation in this group of patients. On the
other hand, the frequency of dyslipidemia was superior in the CD36-negative group of
patients. As it is hypothetical that CD36 has a major role in coordinating cellular uptake and
processing fatty acids [52], it is no longer a surprise that patients who do not express CD36
will present dyslipidemia, as the liver may fail to store those molecules adequately. This
capacity to adequately store fatty acids inside hepatocytes and in adipose peripheral
tissue, as well, may be correlated to lower serum levels of these substances.

The liver determines the cholesterol circulating concentration by activating or
suppressing genes responsible for restoring hepatic cholesterol content. Three major
routes are responsible for coordinating this process. The synthesis increases through the
stimulation of multiple enzymes. The production of more (or less) hepatic LDL
cholesterol receptors, whose activity determines the rates of cholesterol uptake (as LDL)
from the blood. Finally, modify excrete free cholesterol into the biliary system to alter the
hepatic cholesterol content. These feedback functions change to keep the hepatic
cholesterol level relatively constant [53]. The elevated HDL in CD36-negative patients
reflects and confirms the importance of this ligand in cholesterol liver metabolism.

Shirakawa and colleagues demonstrate that chronic exposure to high
concentrations of glucose and free fatty acids in the blood affects pancreatic B-cell
function, lipid synthesis in the liver, and lipid storage in adipose tissue [54]. Experimental
data have also shown that hyperglycemia may have a regulatory effect on CD36 expression
[26]. The finding of a higher fast glucose serum in the CD36- negative group probably
reflects this modulation mechanism.
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Despite the significant difference between the CD36-positive group and the
negative on the BMI, correlation analysis showed only a tendency to significance
between BMI| and CD-36 membrane expression (p=0.599) and in biliary duct membrane
expression (p= 0.052). Conversely, dyslipidemia correlated negatively with the biliary
duct CD36-positive expression. This interesting finding should lead to the idea that there
must be an additional alteration to activate free fatty acid storage and the CD36 via, with
consequent immunohistochemical expression. It is important to look for these
mechanisms as inflammation, obesity, and MASH are involved even in carcinogenesis,
especially in biliaryneoplasms [55]. Considering all evolution in recent studies, perhaps in
the short future, drugs that can bind CD36

ligand or regulate its function [56] can be used to avoid all oxidative cascade and reduce
its consequences, including MASH [57], insulin resistance [30], and atherosclerosis
[58], as well as neoplasms and metastasis in some cancer types [59].

Lipotoxic lipid species derived from the excess of fatty acids in hepatocytes
mediate cellular injury, with MASH and liver fibrosis as consequences [23] and even
apoptosis [60]. Not only fatty acids, however, play a role in the evolution of MASLD from
MASH. Experimental models have already proved that platelet recruitment, mediated by
Kupffer cells, plays a role in this pathophysiological condition [61]. Despite that, the
same article did not show serum platelet level alteration in animal models. Our data show
a statistically significant difference in serum platelet levels between the CD36-positive and
negative groups. CD36 is known to be expressed in platelets [59], reinforcing the active
role of this cell in liver damage [62]. Platelet consumption in advanced liver disease is a
common finding [63] and has proved to be an independent risk factor for progression from
MASLD to MASH [64]. The CD36- positive group probably reflects a severe liver damage
population.

Interface hepatitis is characterized by the extension of portal inflammation
beyond the limiting plate into the adjacent lobule with damage and progressive loss of
hepatocytes at the portal-lobular interface. It is a common finding in auto- immune
hepatitis [65]. The unexpected finding of interface hepatitis statistically significantly
different between groups is very intriguing and certainly needs further investigation. The
macrophage’s role in MASH [50] and even lymphocyte response
[13] combined may contribute to this phenomenon. Association with CDG68,
interleukins, and CK18 [66] to identify cell damage could contribute to widening the
understanding of those mechanisms. Gene [67], [68] and protein [64] expression are vital
to a complete comprehensive of pathophysiology, together with the histological and
immunohistochemical aspects. All these tools combined would bring better data.
Further investigation is essential to explain better the interface hepatitis results.

The correlation with OSA in animal model previously [69] was not found in our
study. Differences in immunostaining methods may be one of the main dissemblances
between each other and the small sample with apnea in the present study. In contrast, the
O2 desaturation index shows a tendency to correlate. OSA is already described as a risk
factor for MASLD [31], [70]. The increase in reactive oxygen species (ROS) production
occurs in hypoxemia states, leading to cell damage and increasing disease severity [24],
[31],[47].

As a limitation of this study, this is a retrospective study with a relatively small
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sample. However, this research is at the forefront of this topic and should be
understood as a baseline. Further investigation with larger samples and different

designs (longitudinal and/or experimental) should be conducted to deepen these
findings. Despitenumericallyhigher levels of indirect inflammatory markers in the CD36-
positive group, such as ferritin and CRP, no statistical difference could corroborate that
evidence.

The idea of using immunohistochemistry to evaluate CD36 expression emerged
because it is more accessible and inexpensive than polymerase chain reactions (PCR)
methods, considering that CD36 altered gene expression has already been
demonstrated in the MASH population [30]. Still, other ancillary studies, such as
immunofluorescence [26], and immunoelectron microscopy [17] demand fresh tissue
samples, usually not available in our daily practice, even as cell culture [71].

About twenty years ago, the role of fatty acids uptake by the cluster of
differentiation 36 (CD36) was described [72] as an analog to fatty acid translocase (FAT) in
mouse models. Until now, from our knowledge, this is the first time automatized CD36
immunoreactivity in MASH human patients submitted to polysomnography was
evaluated. Few studies focused on CD36 liver expression, and we couldn’t find any
automatized immunohistochemistry demonstration on NAFLD liver biopsies CD36.

In conclusion, this study showed CD36 was expressed in patients with a higher
BMI index, reinforcing the relationship between obesity on adipose tissue composition
and increased fatty acids with CD36 overexpression. There was also a correlation between
CD36-positivity with AST, ALT, NAS score, and inflammation intensity. The findings related
to OSA were not statistically significant. Thus, this study suggests CD36 can be a
biomarker of inflammatory activity and prognosis of MASLD.

Nofunding was received for this study.
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Tables and Figures

Table 1.1. Sample characterization data:

continuous data

54

Continuous Variables

Antibody CD36 Antibody CD36

Positive

Total Sample Negative p

Mean+SD n=32/100% n=11/34.38% n=21/65.63%

Age, Years 57.375+8.099 55.727+9.35 58.238+7.463 .940
BMI, Kg/m? 32.911+5.812 32.291+4.621 33.235+6.431 .004*
ALT, UL 35.688+21.438 27+10.835 40.238+24.298 .084
AST, UL 29.438+11.004 25.182+6.4 31.667+12.33 .092
Chol. Total, mg/dL 193.250+41.978  212.636+36.065  183.095+42.025 .777
Chol. HDL, mg/dL 52.281+21.421 60.273+33.941 48.095+9.038 .032*
Chol. LDL, mg/dL 105.906+36.171  113.273+35.702  102.048+36.676  .908
Triglycerides, mg/dL 170.063+61.468  196.455+75.553  156.238+49.178  .113
Glucose, mg/dL 135.531+4568.937  152.273+74.173  126.762+48.972  .030*
Insuline, U/mL 18.426+13.115 19.273+15.551 17.960+11.986 432
CRP, mg/dL 7.024+5.483 6.936+4.42 7.07+6.068 136
Ferritine, ng/mL 178.969+191.992  154.273+157.986 191.905+210.104 .136
Platelets, mil/uL 251.344+82.009  285+112.932 233.714+55.663  .031*
GGT, U/L 69.344+58.729 55.909+49.266 76.381+63.097 510
AP, U/L 78.375+38.547 82.818+41.373 76.048+37.824 .830
NAFLD 1.469+.507 1.455+.522 1.476+.512 814
FIB-4 1.410+.631 1.286+.525 1.475+.683 .988
APRI 379+.184 0.294+.122 423+.198 .988
02 Saturation, % .975+.013 .973+.012 977+.013 .584
O2desaturationindex  12.113+16.517  8.163+5.197 13.413+19.151 .053
AHlin supine position ~ 18.550+18.811 11.791+11.465 22.09+21.083 278
Sat. Time <90% m 11.781+27.577  12.091+23.737 11.619+29.949  .931

Legend: SD: standard deviation; n: total sample; %: relative sample; CD36: cluster of differentiation 36;
p: Student's T-test for independent samples; *Statistically significant difference; BMI: body mass index;
ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; Chol.: cholesterol; HDL: high-density
lipoproteins; LDL: low-density lipoproteins; CRP: C-reactive protein; GGT: gamma-glutyl transferase;
AP: alkaline phosphatase; NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease score; FIB-4: fibrosis-4 score; APRI:
AST-to-platelet ratio index; O2: oxygen; AHI: apnea/hypopnea index; Sat.: saturation; m: minutes.



Table 1.2. Sample characterization data: categoric data

Antibody Antibody
Categoric variables Total CD36 CD36 p
Sample Negative Positive
n (%) n=32/100% n=11/34.38% n=21/
65.63%
Gender, male 18 (56.25) 7 (63.64) 11(52.38) 246
SAH 25(78.13) 8(72.73) 17 (80.95) .326
DM 23(71.88) 9(81.82) 14 (66.67) .056
Dyslipidemia 21(65.63) 9(81.82) 12 (57.14) .003*
MS 32(100) 11(100) 21(100) -
Non-Smoker 18 (56.25) 6 (54.55) 12(57.14) 1.00
0
Visceral obesity 26 (81.25) 9(81.82) 17 (80.95) .908
Steatosis Score 185
Mild 6(18.75) 1(9.09) 5(23.81)
Moderate 10(31.25) 5(45.45) 5(23.81)
Severe 16 (50) 5(45.45) 11(52.38)
Degree of MASH .000*
Mild 24(75) 11(100) 13(61.9)
Moderate/Severe 8(25) - 8(38.1)
Portal Inflammation .067
Mild 22 (68.75) 8(72.73) 14 (66.67)
Moderate 4(12.5) - 4(19.05)
Severe 1(3.13) - 1(4.76)
Absent 5(15.63) 3(27.27) 2(9.52)
Lobular Inflammation .835
Mild 21(65.63) 8(72.73) 13(61.90)
Moderate 8(25.00) 2(18.18) 6(28.57)
Absent 3(9.38) 1(9.09) 2(9.52)
Interface Hepatitis 8(25) 1(9.09) 7(33.33) .001*
Inflammatory Infiltrate .558
Type
Lymphomononuclear 9(28.13) 4 (36.36) 5(23.81)
Mixed 20(62.5) 6 (54.55) 14 (66.67)
Absent 3(9.38) 1(9.09) 2(9.52)
Fibrosis 22 (68.75) 7(63.64) 15(71.43) .326

Degree of Fibrosis 422
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Mild 7(21.88) 3(27.27) 4 (19.05)
Moderate/Severe 10(31.25) 4 (36.36) 6(28.57)

Ductular Reaction 162
Absent 12(37.5) 6 (54.55) 6(28.57)

Present 20 (62.5) 5(45.45) 15(71.43)

NGV 18 (56.25) 7(63.64) 11(52.38) 246
Siderosis 6 (18.75) 3(9.38) 3(9.38) 103
A/H index 349
No apnea 11(34.38) 4 (36.36) 7(33.33)

Mild 15(46.8) 6 (54.55) 9(42.86)

Moderate 3(9.38) 1(9.09) 2(9.52)

Severe 3(9.38) - 3(14.29)

Legend: n: total sample; %: relative sample; CD36: cluster of differentiation 36; p: Student's T-test
for independent samples; *Statistically significant difference; SAH: Systemic arterial hypertension;
DM: diabetes mellitus; MS: metabolic syndrome; 'Impossible to calculate the statistical difference;
MASH: metabolic dysfunction associated steatohepatitis; NGV: nuclear glycogen vacuolation; A/H:
apnea/hypopnea.

Table 2. Correlations of the location of CD36 expressions with other variables using
Spearman's Correlation Coefficient.

Variables Antibody CD36 CD36 CD36 Bile Duct
rs(p) CD36 Membrane Cytoplasm Epithelium
Dyslipidemia -.247 (.173) 129 (0.482) 014 (.941) -.357" (.045%)
BMI 238 (.191) -.097 (0.599) 319 (.075) 347 (.052)
ALT 298 (.098) -.05(0.787) .52 (.002%) .481"(.005%)
AST 284 (.115) -097 (0.596)  .469'(.007*) 323 (.071)
Chol. total -.34(.057) .323(0.071) -392' (.026*)  -.014(.939)
NAS Score .021(.911) 105 (.568) .387"(.028*) 275 (.128)
NASH activity degree 418" (.017*)  -.268(.138) 281 (.119) 149 (.415)
Lobular Inflammation 062 (.738) .099 (.591) 403" (.022%) 134 (.463)
Ductular Reaction 255 (.159) -.162(.377) 341 (.056) 2(.272)

Legend: rs and (p): statistical significance through Spearman's Correlation Coefficient. where
p<0.05 is considered significant (*). and rs considered as 'moderate when 0.3-0.59; CD36: cluster of
differentiation 36; BMI: body mass index; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate
aminotransferase; Col.: cholesterol; NAS: NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) score; MASH:
metabolic dysfunction associated steatohepatitis.
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Figure1. Histological and immunohistochemical findings

Legend:

Steatohepatitis with steatosis and ballooning hepatocytes — H&E

Interface hepatitis — H&E

CD36-positive case (cytoplasmatic and membrane expression)

CD36-positive case (hepatocyte and biliary duct epithelium cytoplasmatic and
membrane expression)
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou diferenga estatisticamente significativa entre a
expressao positiva de CD36 com relagao ao IMC e aos niveis de HDL. A presencga de
expressdo de CD36 se correlacionou a niveis mais baixos de glicose sérica e de
plaquetas séricas. Alguns desses achados sdo mais consistentes com as descri¢gdes
na literatura. Ao comparar os grupos CD36-positivos e CD36-negativos, observou-se
uma diferenga entre os grupos e uma correlagdo entre CD36 e a gravidade da
atividade da esteato-hepatite. Por outro lado, uma investigagao adicional €& essencial
para explicar melhor os resultados da hepatite de interface. Foi demonstrada a
diferengca da expressédo positiva do CD36 nos diferentes constituintes celulares
hepatocitarios, bem como na expresséo do epitélio do ducto biliar

Em relagdo a AOS, assim como a presenga de fibrose hepatica, ndo houve
correlagdo com a imunoexpressao de CD36.

Este estudo sugere que o CD36 possa ser um biomarcador de atividade
inflamatoria e prognostico da MASH. Um grupo amostral maior deve fornecer outros
dados correlacionados.

Considerando toda a evolugdo em estudos recentes, talvez em um curto espago
de tempo, medicamentos que possam se ligar ao CD36, impedindo sua ativagao ou
regular suas fung¢des, possam ser usados para evitar toda a cascata oxidativa e reduzir
suas consequéncias, incluindo a MASH, resisténcia a insulina e aterosclerose, além

de neoplasias e metastases em alguns tipos de céncer.
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