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Summary

Cholesteryl ester storage disease (CESD) is caused by deficient
lysosomal acid lipase (LAL) activity, predominantly resulting in
cholesteryl ester (CE) accumulation, particularly in the liver,
spleen, and macrophages throughout the body. The disease is char-
acterized by microvesicular steatosis leading to liver failure, accel-
erated atherosclerosis and premature demise. Although CESD is
rare, it is likely that many patients are unrecognized or misdiag-
nosed. Here, the findings in 135 CESD patients described in the lit-
erature are reviewed. Diagnoses were based on liver biopsies, LAL
deficiency and/or LAL gene (LIPA) mutations. Hepatomegaly was
present in 99.3% of patients; 74% also had splenomegaly. When
reported, most patients had elevated serum total cholesterol,
LDL-cholesterol, triglycerides, and transaminases (AST, ALT, or
both), while HDL-cholesterol was decreased. All 112 liver biopsied
patients had the characteristic pathology, which is progressive, and
includes microvesicular steatosis, which leads to fibrosis, micro-
nodular cirrhosis, and ultimately to liver failure. Pathognomonic
birefringent CE crystals or their remnant clefts were observed in
hepatic cells. Extrahepatic manifestations included portal hyper-
tension, esophageal varices, and accelerated atherosclerosis. Liver
failurein 17 reported patients resulted in liver transplantation and/
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or death. Genotyping identified 31 LIPA mutations in 55 patients;
61% of mutations were the common exon 8 splice-junction muta-
tion (E8SJM~1¢>A), for which 18 patients were homozygous. Geno-
type/phenotype correlations were limited; however, ESSJM~1¢>A
homozygotes typically had early-onset, slowly progressive dis-
ease. Supportive treatment included cholestyramine, statins, and,
ultimately, liver transplantation. Recombinant LAL replacement
was shown to be effective in animal models, and recently, a phase
I/11 clinical trial demonstrated its safety and indicated its potential
metabolic efficacy.

© 2013 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Key Points

. Cholesteryl ester storage disease (CESD) is an
underdiagnosed, autosomal recessive, progressive,
metabolic liver disease due to the deficient activity of
lysosomal acid lipase (LAL)

. LAL deficiency results in cholesteryl ester (CE)
and triglyceride storage, primarily in hepatocytes and
macrophages, leading to hepatomegaly, microvesicular
steatosis, cirrhosis, dyslipidemia, accelerated
atherosclerosis, and early demise

. Onset of the clinical manifestations can present from
the first year of life and into adulthood

. On liver biopsy, the microvesicular steatosis may be
misdiagnosed as NASH, NAFLD, or cryptogenic liver
disease. The histologic diagnosis of CESD is facilitated
by immunostaining for the lysosomal protein, cathepsin
D, which is routinely performed in many pathology
laboratories

. Treatment with statins does not reverse the disease
manifestations, which lead to liver failure. A phase
Il clinical trial of enzyme replacement therapy
indicated the potential safety and effectiveness of this
therapeutic approach

Journal of Hepatology 2013 vol. 58 | 1230-1243


mailto:robert.desnick@mssm.edu

|

Revisdo

Terms of Use : This translation, “Doenca de depdsitos de ésteres de colesterol: Revisdo de 135 casos de doentes com uma doenga subdiagnosticada”, is a derivative of “Cholesteryl ester storage
disease: Review of the findings in 135 patients with an underdiagnosed disease” by Donna Bernstein, Helena Hiilkova, Martin Bialer and Robert Desnick, used under CC BY-NC-ND 4.0. “Doenga de
depdsitos de ésteres de colesterol: Revisdo de 135 casos de doentes com uma doenga subdiagosticada” by Catia Teoddsio is licensed under CC BY-NC-ND 4.0 . Copyright permission granted by
Elsevier. License number: 4650750770373. The original work was translated from English to Portuguese within the scope of a master's thesis. This translation was linguistically and translationally
reviewed by Dr. Maria Teresa Roberto and scientifically reviewed by Dr. Sandra Alves and Dr. Paulo Gaspar who work in the National Health Institute Doutor Ricardo Jorge.

BEASL:

JOURNAL OF

Revisao HEPATOLOGY

Doenca de depdsitos de ésteres de colesterol: Revisdo de 135 casos
de doentes com uma doenca subdiagnosticada

Donna L. Bernstein®, Helena Hiilkova?, Martin G. Bialer?, Robert J. Desnick®”

Division of Medical Genetics, North Shore-Long Island Jewish Health System, 1554 Northern Boulevard, Suite 204, Manhasset, NY 11030, United

States; 2Institute of Inherited Metabolic Disorders, Charles University, 1st Faculty of Medicine and The General Teaching Hospital, Prague, Czech

Republic; :Department of Genetics & Genomic Sciences, Mount Sinai School of Medicine, Box 1498, Fifth Avenue at 100th Street, New York, NY
10029, United States

Resumo

A doenca de depoésitos de ésteres de colesterol (DDEC) é causada pela
deficiéncia na atividade da lipase &cida lisossomal (LAL), o que resulta
predominantemente na acumulagdo de ésteres de colesterol (EC),
particularmente no figado, baco e nos macréfagos por todo o corpo. Esta
doenca carateriza-se pela esteatose microvesicular que leva a insuficiéncia
hepética, & aterosclerose acelerada e a morte precoce. Embora a DDEC seja
considerada rara, é provavel que muitos doentes ndo sejam identificados ou que
se encontrem incorretamente diagnosticados. Neste artigo sdo revistos 0s casos
descritos na literatura referentes a 135 doentes com DDEC. Os diagndsticos
tiveram como base biépsias hepéticas, a deficiéncia da LAL e/ou mutagdes no
gene da LAL (LIPA). A hepatomegalia estava presente em 99,3% dos doentes;
74% também apresentaram esplenomegalia. Quando registado, a maioria dos
doentes apresentava niveis elevados de colesterol sérico total, de colesterol
LDL, de triglicéridos e de transaminases (AST, ALT ou ambas), ao passo que
o colesterol HDL se encontrava baixo. Todos os 112 doentes submetidos a
bidpsia hepatica apresentavam a patologia caracteristica, que é progressiva, e
inclui a esteatose microvesicular, que leva a fibrose, a cirrose micronodular e,
por fim, a insuficiéncia hepatica. Foram também observados nas células
hepéticas cristais birrefringentes de EC patognoménicos ou as suas fendas
remanescentes. Quanto as manifestagdes extra-hepéticas estas incluiram a
hipertenséo portal, a presenca de varizes esofagicas e a aterosclerose acelerada.
A insuficiéncia hepéatica registada em 17 doentes levou ao transplante hepatico
e/ou a morte.

Palavras-chave: Doenca de depdsitos de ésteres de colesterol; Deficiéncia da lipase acida
lisossomal; Esteatose microvesicular; Cirrose micronodular; Doenca hepética gordurosa ndo
alcodlica (DHGNA); Esteatohepatite ndo alcodlica; Dislipidemia tipo 11b; Transaminases
séricas elevadas; Hepatomegalia; Doenca de depdsito lisossomal.
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ELSEVIER

A genotipagem identificou 31 mutacdes no gene LIPA em 55 doentes; das quais
61% foram referentes & mutagdo comum no exao 8 na regido de juncéo intrdo-
exdo (E8SIM®>A), para as quais 18 doentes eram homozigéticos. As
correlacdes gendtipo/fenétipo foram limitadas; Contudo, os homozigéticos para
E8SIMG*A apresentaram geralmente um inicio precoce da doenga com
progressdo lenta. O tratamento de suporte incluiu colestiramina, estatinas e, em
Gltima instancia, o transplante hepatico. A substituicdo enzimatica com LAL
recombinante demonstrou ser eficaz em modelos animais e, recentemente, um
ensaio clinico de fase I/11 comprovou a sua seguranga e mostrou o seu potencial
e eficacia metabdlica.

© 2013 European Association for the Study of the Liver. Publicado pela Elsevier
B.V. Todos os direitos reservados.

Pontos-chave

* A doenga de depositos de ésteres de colesterol (DDEC) &
uma doenga hepato-metabolica, progressiva, autossomica
recessiva e subdiagnosticada causada pela atividade
deficiente da lipase dcida lisossomal (LAL);

A deficiéncia da LAL resulta na acumulagio de ésteres
de colesterol (EC) e de triglicéridos, sobretudo nos
hepatocitos e macrofagos, levando a hepatomegalia, a
esteatose microvesicular, a cirrose, a dislipidemia, a
aterosclerose acelerada e 4 morte precoce;

. O inicio das manifestagdes clinicas pode surgir tanto a
partir do primeiro ano de vida como ja na idade adulta;

Na biopsia hepatica, a esteatose microvesicular pode ser
incorretamente diagnosticada como sendo EHNA, DHGNA
ou doenga hepatica criptogénica. O diagnostico histologico
da DDEC é facilitado pela imunocoloragéo da proteina
lisossomal, catepsina D, que é realizada regularmente em
muitos laboratorios de patologia;

O tratamento com estatinas niio reverte as manifestagdes
da doencga que conduzem 4 insuficiéncia hepatica. Um
ensaio clinico de fase Il de terapia de substituigio
enzimdtica comprovou a sua seguranca e mostrou o
potencial e eficicia desta abordagem terapéutica.
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Introduction

Cholesteryl ester storage disease (CESD; MIM 278000) is an auto-
somal recessive lysosomal storage disorder caused by mutations
in the lysosomal acid lipase gene (LIPA) that markedly reduce lyso-
somal acid lipase activity (LAL; cholesterol ester hydrolase, EC
3.1.13) [1-4]. Deficient LAL activity results in progressive lyso-
somal accumulation of cholesteryl esters (CE), and to a lesser
extent, triglycerides, predominantly in hepatocytes, adrenal
glands, intestines, and cells of the macrophage-monocyte system
throughout the body. The involvement of tissues closely correlates
with their relative participation in receptor-mediated endocytosis
and lysosomal degradation of lipoproteins [2-6]. Clinically, LAL
deficiency results in two major phenotypes: infantile-onset Wol-
man disease (WD) (MIM 278000) and later-onset CESD, which
were first described in 1956 [7,8] and in 1963 [9], respectively.

WD is a rare, neonatal-onset, fulminant subtype with absent
or less than 1% of normal LAL activity, resulting in massive lyso-
somal accumulation of CEs and triglycerides, predominantly in
the liver, spleen, adrenals, bone marrow, lymph nodes, and in
macrophages throughout the body, particularly in the intestinal
villi. Affected infants present by two to four months of age with
vomiting and diarrhea, and massive hepatosplenomegaly. About
50% have adrenal calcifications. Feeding difficulties and malab-
sorption lead to malnutrition, growth retardation, cachexia,
which together with the severe liver disease, contribute to
demise in the first three to 12 months of life [2,3,10,11].

In contrast, CESD is an often unrecognized, later-onset subtype
that may present in infancy, childhood, or adulthood, depending on
the residual in vitro LAL activity, which typically ranges from 1% to
~12% of normal [2,3,12,13]. The progressive lysosomal CE and tri-
glyceride accumulation leads to the characteristic liver pathology,
elevated serum transaminases, and elevated serum LDL-choles-
terol and triglycerides, with normal to low HDL-cholesterol con-
centrations (type IIb hyperlipoproteinemia). Premature demise is
due to liver failure and/or accelerated atherosclerotic disease sec-
ondary to the chronic hyperlipidemia [14,15].

There is a clinical spectrum for CESD with some patients diag-
nosed in childhood, while others remain undiagnosed until adult-
hood. Severely affected patients may present in infancy with
Wolman-like manifestations, such as diarrhea, failure to thrive,
emesis, abdominal distension and even adrenal calcifications,
but survive into childhood or adulthood. Patients typically pres-
ent with hepatomegaly and liver dysfunction or type IIb dyslipro-
teinemia. Hepatomegaly typically leads to a liver biopsy which
grossly appears bright yellow-orange in color, and histologically
is characterized by enlarged lipid-laden hepatocytes and Kupffer
cells, and is characterized as microvesicular steatosis (Fig. 1A and
B) [4,16-18]. The liver biopsy diagnosis may be misclassified as
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), non-alcoholic steato-
hepatitis (NASH), or cryptogenic liver disease. The progressive
lipid deposition leads to fibrosis, micronodular cirrhosis, and ulti-
mately to liver failure [4]. Elevation of serum transaminases, ala-
nine aminotransferase (ALT) and/or aspartate aminotransferase
(AST), and hepatomegaly are early indications of liver
impairment.

The LAL enzyme defect results in the reduced hydrolysis of
cholesteryl esters and triglycerides and their massive sequestra-
tion, particularly in the lysosomes of Kupffer cells and hepato-
cytes, as well as other cells of the macrophage/monocyte
system. The lack of free cholesterol due to lysosomal trapping
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Fig. 1. Liver histopathology and ultrastructural findings in CESD. (A and B)
Paraffin sections stained with H&E showing uniform microvesicular steatosis in
both (A) early and (B) later stages of CESD. Note the number of foam macrophages
infiltrating fibrous septa dividing the liver parenchyma in B. Bar in A represents
50 pm, bar in B 100 pm. (C and D) Immunostaining for both membranous
(LAMP2) and luminal (cathepsin D) lysosomal markers in paraffin sections
confirms lysosomal nature of lipid vacuoles in hepatocytes in CESD. (C) Signal for
LAMP2 showing uniformly expanded and activated lysosomal system in both
hepatocytes and macrophages. LAMP2 is in close contact with lipid droplets,
clearly surrounding larger vacuoles. (D) Comparable results achieved with
antibody against cathepsin D. Bars represent 25 pm. (E) Cathepsin D immuno-
staining in primarily non-lysosomal liver steatosis (B-oxidation deficiency). The
signal for cathepsin D is discrete and restricted to the peribiliary region leaving
cytosolic lipid vacuoles free. Bar represents 25 um. (F) Electron micrograph
demonstrating membrane-bound lipid vacuoles and needle-shaped CE crystals in
the cytoplasm of hepatocytes from a 9-year old female with CESD. Magnification
10,000 .

of cholesteryl esters leads to reduced feedback inhibition of 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase
and increased synthesis of cholesterol, as well as upregulation
of apolipoprotein B (ApoB) synthesis and LDL-receptors on cell
membranes [19-23]. The dysregulated expression of the LDL-
cholesterol-dependent ATP binding cassette transporter 1
(ABCA1) gene contributes to HDL-cholesterol reduction in a man-
ner similar to that in Niemann-Pick type C1 disease [24]. These
metabolic alterations lead to increased serum total- and LDL-cho-
lesterol and triglycerides, and decreased serum HDL-cholesterol,
and the diagnosis of type IIb dyslipidemia [25]. The increased
LDL-cholesterol concentrations cause accelerated atherosclerosis,
and CESD patients have been reported who had premature ath-
erosclerosis, ischemia, strokes, and coronary bypass surgery
[13,15,26-29].

The LIPA cDNA and genomic sequence have been isolated and
characterized [30-33]. The ~36 kb gene containing 10 exons is
located on chromosome 10g23.31 and encodes an ~2.6 kb mRNA
[31,33,34]. The mature lysosomal enzyme has 399 amino acids.
Although the human enzyme has not been crystallized, its
three-dimensional structure has been predicted based on homol-
ogy with human gastric lipase [35]. To date, over 40 LIPA muta-
tions causing CESD and WD have been identified [36] (Fig. 2).
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Introducéo

A doenca de depositos de ésteres de colesterol (CESD; MIM 278000) é uma
doenca lisossomal de sobrecarga autossémica recessiva provocada por
mutacdes no gene da lipase &cida lisossomal (LIPA), que reduzem
significativamente a atividade da lipase acida lisossomal (LAL; hidrélase dos
ésteres de colesterol, EC 3.1.13) [1-4]. Esta deficiéncia na atividade da LAL
resulta na acumulagdo progressiva de ésteres de colesterol (EC), e na
acumulacdo em menor proporgdo de triglicéridos, predominantemente nos
hepatécitos, nas glandulas suprarrenais, nos intestinos e nas células do sistema
monocitico-macrofagico por todo o organismo. O envolvimento dos tecidos
encontra-se estreitamente correlacionado com a sua participacéo relativa néo
s6 na endocitose mediada por recetores, como também na degradacdo
lisossomal de lipoproteinas [2-6]. Clinicamente, a deficiéncia da LAL traduz-
se em dois fenétipos principais: a doenca de Wolman (WD) (MIM 278000),
que surge na infancia, e a DDEC de inicio mais tardio, que foram descritas pela
primeira vez em 1956 [7,8] e em 1963 [9], respetivamente.

A DW é rara, surge no periodo neonatal e é considerada um subtipo
fulminante onde a atividade normal da LAL se encontra abaixo de 1% ou
ausente, 0 que resulta numa acumulagdo massiva de EC e de triglicéridos
sobretudo no figado, no baco, nas suprarrenais, na medula 6ssea, nos ganglios
linfaticos e nos macréfagos por todo o organismo, particularmente nas
vilosidades intestinais. As criancas afetadas dos dois aos quatro meses
apresentam vomitos, diarreia e hepatoesplenomegalia massiva. Destas, cerca
de 50 % apresentam calcificages suprarrenais. As dificuldades na alimentagao
e a mé absorgéo conduzem a subnutricéo, ao atraso no crescimento e a caquexia
que contribuem, conjuntamente com a doenga hepética grave, para a morte nos
primeiros trés a doze meses de vida [2,3,10 ,11].

Por outro lado, a DDEC ndo é muitas vezes reconhecida, sendo um subtipo
cujo inicio é mais tardio, podendo apresentar-se também na primeira infancia,
na infancia ou na idade adulta, dependendo da atividade residual in vitro da
LAL, que varia usualmente entre 1% e ~12 relativamente & atividade normal
[2, 3,12, 13]. A acumulagéo lisossomal progressiva de EC e de triglicéridos
conduz a caracteristica patologia hepatica, as transaminases séricas elevadas e
ao aumento dos niveis séricos de colesterol LDL e de triglicéridos,
acompanhados de niveis normais a baixos de concentragdes de
colesterol HDL (hiperlipoproteinemia tipo 11b). A morte prematura deve-se a
insuficiéncia hepética e/ou a doenca aterosclerética acelerada, consequente a
hiperlipidemia crénica [14,15].

Existe um espetro clinico para a DDEC com alguns doentes a serem
diagnosticados na infancia, ao passo que outros continuam sem diagnéstico até
a idade adulta. Os doentes gravemente afetados podem apresentar na primeira
infancia manifestagdes da doenga de Wolman tais como a diarreia, a ma
evolugdo ponderal, a émese, a distensdo abdominal e até calcificagdes
suprarrenais, mas sobrevivem até a infancia ou até a idade adulta. Os doentes
apresentam-se usualmente com hepatomegalia, disfuncdo hepética ou com
hiperlipoproteinemia tipo Ilb. A hepatomegalia conduz usualmente a uma
bidpsia hepética que se apresenta visivelmente num amarelo-alaranjado vivo, e
é histologicamente marcada por hepatdcitos aumentados carregados de lipidos
e de células de Kupffer, sendo assim caracterizada pela esteatose
microvesicular (Fig. 1A e B) [4,16 —18]. O resultado da bidpsia hepética pode
ser equivocamente classificado como doenca hepética gordurosa néo alcoélica
(DHGNA), como esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), ou como doenca
hepética criptogénica. O depésito progressivo de lipidos leva a fibrose, a cirrose
micronodular e, por fim, a insuficiéncia hepatica [4]. A elevacdo das
transaminases séricas, alanina aminotransferase (ALT) e/ou aspartato
aminotransferase (AST) juntamente com a hepatomegalia constituem
indicadores precoces do compromisso hepatico.

O defeito enzimatico da LAL traduz-se na reducdo da hidrélise dos ésteres
de colesterol e triglicéridos e na sua retengdo massiva, particularmente nos
lisossomas das células de Kupffer e hepatdcitos, bem como noutras células do
sistema monocitico-macrofagico.
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Fig. 1. Histopatologia hepética e observagdes ultraestruturais na DDEC. (A e B)
Coloracao de seccdes de parafina com HE que mostram esteatose microvesicular uniforme,
tanto numa fase inicial (A), como numa fase mais avancada (B) da DDEC. Note o niimero de
macréofagos espumosos a infiltrar os septos fibrosos dividindo o parénquima hepatico em B.
A bar em A corresponde a 50 pm e em B corresponde a 100 pm. (C e D) A imunocoloracdo
em seccoes de parafina tanto para os marcadores lisossomais membranosos (LAMP2) como
para os do limen (catepsina D), confirma a natureza lisossomal dos vactolos lipidicos nos
hepatdcitos na DDEC. (C) Indicador para LAMP2 mostra de forma uniforme a expansao e a
ativagéo do sistema lisossomal nos hepatdcitos e nos macréfagos. A LAMP 2 encontra-se em
contato préximo com goticulas lipidicas circundando claramente os vactiolos maiores. (D)
Foram obtidos resultados comparaveis com o anticorpo contra a catepsina D. A bar
corresponde a 25 um. (E) Imunocoloracéo da catepsina D na esteatose hepética primaria nao
lisossomal (deficiéncia da B-oxidaco). O indicador para a catepsina D é discreto e restrito &
regido peribiliar, deixando livres os vactolos lipidicos citosdlicos. A bar corresponde a 25
um. (F) Eletromicrografia que mostra os vactolos lipidicos ligados & membrana e os cristais
de EC em forma de agulha no citoplasma dos hepatécitos de uma crianga de 9 anos do sexo
feminino com DDEC. Ampliacédo de 10 000x.

A diminuicéo do colesterol livre devida a retengéo lisossomal dos ésteres de
colesterol leva a redugdo da inibicdo por feedback da 3-hidroxi-3
metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e ao aumento da
sintese do colesterol, bem como ao aumento da sintese da apolipoproteina B
(ApoB) e dos recetores LDL nas membranas celulares [19-23].

A expressao desregulada do gene ABCA 1 (ATP binding cassette transporter
1) dependente do colesterol LDL, contribui para a redugéo do colesterol HDL a
semelhanca do que ocorre na doenga de Niemann-Pick tipo C1 [24]. Estas
alteracbes metabélicas conduzem ao aumento dos niveis séricos totais de
colesterol LDL e de triglicéridos e a redugdo dos niveis séricos de colesterol
HDL e levam ao diagnéstico da dislipidemia tipo IIb [25]. O aumento das
concentragdes do colesterol LDL provocam aterosclerose acelerada, sendo que
existem registos de doentes com DDEC com aterosclerose precoce, isquemia,
AVCs e alvo de cirurgia de bypass coronario [13,15,26-29]. Foram isolados e
caraterizados 0 cDNA e a sequéncia gendmica do gene LIPA [30-33]. O gene
tem uma dimenséo aproximada de ~36 kb, contém 10 exdes, esta localizado no
cromossoma 10g23.31 e codifica um mRNA de ~2.6 kb [31,33,34]. A enzima
lisossomal madura possui 399 aminoacidos. Apesar da enzima humana néo ter
sido cristalizada a sua estrutura tridimensional foi prevista com base na
homologia com a lipase gastrica humana [35]. Até a data foram identificadas
mais de 40 mutagdes no gene LIPA que causam a DDEC e a DW [36] (Fig. 2).
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Fig. 2. LIPA gene mutations in patients with CESD and WD. Note that all mutation nomenclature is based on the cDNA with the A of the initiation sequence ATG as
nucleotide 1. Thus, many of the previously reported mutations have been redesignated by adding the 21 bases in the leader sequence (e.g., H108P to H129P). Note, CESD

mutations in bold are those in the reported patients described here.

CESD is pan-ethnic; however, the disease incidence is
unknown. Prevalence estimates in Europeans have been based
on the fact that a recurrent exon 8 splice-junction mutation, com-
monly referred to as E8SJM (c.894G>A; p.delS275_Q298;
IVS8~16A: hereafter designated E8SJM~1¢>*; rs 116928232) has
been identified in patients of European ancestry [2,37,38]
(Fig. 2). Population screening for E8SJM~'“>* among healthy
West German individuals indicated a heterozygote frequency of
1 in ~200 individuals. Since E8SJM~¢>* accounts for about 50-
60% of all CESD mutations, the predicted CESD heterozygote fre-
quency for all LIPA mutations was estimated to be 1 in ~100,
indicating a disease incidence of 1 in ~40,000 [39,40]. Thus, CESD
may be grossly underdiagnosed, especially in patients of Euro-
pean ancestry.

Therapeutic efforts have included cholestyramine and statins
to decrease cholesterol and ApoB synthesis, and liver transplanta-
tion for liver failure. Preclinical studies of LAL replacement in
human fibroblast cells and murine models demonstrated
“proof-of-concept” for enzyme replacement therapy (ERT) [41-
44). Recently, a phase I/II clinical trial of ERT for CESD indicated
its safety and provided evidence supporting its metabolic effects
[45], stimulating interest in this under-recognized disease.

To date, 135 CESD patients have been described in the litera-
ture, mostly in single case reports or small series of biochemi-
cally, histologically, and/or gene-diagnosed patients. The two
largest series had only seven and 13 patients [46,47]. Therefore,
the clinical, pathologic, biochemical, and molecular genetic find-
ings, as well as the natural history and genotype-phenotype cor-
relations in the 97 published reports were reviewed, with the
objective of alerting hepatologists, pathologists, and lipidologists
to this disease, its diagnosis, and current and future treatment.

Literature search and patient demographics
Literature search and data collection

A literature search was undertaken to identify all publications
describing CESD patients in PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.-

Table 1. Characteristics of reported CESD patients.

All reported patients, n (%): 135 (100)
Male 56 (45)
Ethnicity/country of origin, n (%):
Caucasian/Europe 85 (65)
Caucasian/North American 23 (17)
Caucasian/Latin American 14 (10)
Caucasian/Middle Eastern 4 (3)
Asian 4 (3)
African 1(0.3)
Age at onset and last report, yr: Onset Last report
Males (n = 56)
Mean 6 17.7
Median 5 13
Range <1-44 1-52
Females (n = 68)
Mean 4 18.49
Median 5 13
Range <1-68 2.2-82
Sex unknown (n = 11)
Mean 55 12.95
Median 5.6 12.2
Range 0.1-13 3.3-20.8
Distribution, n (%) 131 (97) 130 (96)
<2yr 25 (19) 2 (<1)
22-5 yr 51 (39) 23 (18)
6-12 yr 33 (25) 32 (25)
13-20 yr 8 (6) 32 (25)
21-40 yr 8 (6) 28 (22)
41-58 yr 5(4) 12 (9)
>60 yr 1(<1) 1(<1)

gov/pubmed) since the original description [9]. Patients diag-
nosed with WD who died in the first year of life were excluded.
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Fig.2. Mutagdes no gene LIPA em doentes com DDEC ou com DW. Observe que toda a nomenclatura referente as mutagdes é baseada no cDNA considerando o
A da sequéncia de iniciagdo ATG como nucleétido 1. Consequentemente, muitas das mutagdes descritas anteriormente foram redesignadas adicionando os 21

aminoécidos na sequéncia lider (por exemplo, H108P para H129P). As mutages da DDEC a negrito séo as observadas nos doentes aqui descritos.

A DDEC é pan-étnica; contudo a incidéncia da doenga é desconhecida. A
estimativa de prevaléncia nos europeus foi baseada no facto de que a mutacéo
recorrente no exdo 8 na regido de juncdo intrdo-exdo, geralmente designada
como E8SIM (c.894 G>A,; p.delS 275 _Q298 ; IVS 81¢>A), doravante designada
como E8SIM™®A; s 116928232) ter sido identificada em doentes com
ascendéncia europeia [2,37,38] (Fig . 2). O rastreio populacional da E8SIM¢>A
entre individuos saudaveis da Alemanha ocidental indicou uma frequéncia em
heterozigotia de 1 em ~200 individuos. Assim, dado que a E8SIM™1®A ¢
responsavel por cerca de 50-60% de todas as mutacdes da DDEC, a frequéncia
em heterozigotia prevista para todas as mutagdes no gene LIPA foi estimada em
1~100, indicando uma incidéncia da doenca de 1 em ~40 000 [39,40]. Ainda
assim a DDEC pode encontrar-se altamente subdiagnosticada particularmente
em doentes cuja ascendéncia seja europeia. Os esforgos terapéuticos tém
incluido a colestiramina e as estatinas para a redugdo do colesterol e da sintese
da ApoB e o transplante hepatico para a insuficiéncia hepatica. Estudos pré-
clinicos de substituicdo enzimatica com LAL recombinante em células de
fibroblastos humanos e em modelos murinos demonstraram a "prova de
conceito" para a terapia de substituicdo enzimética (TSE) [41- 44].
Recentemente, um ensaio clinico de fase I/11 da TSE para a DDEC demonstrou
a sua seguranca e forneceu evidéncias que apoiam os seus efeitos metabélicos
[45], estimulando desta forma o interesse por esta doenca sub-reconhecida.
Foram descritos até a data 135 doentes com DDEC na literatura,
maioritariamente em estudos de casos individuais ou de pequenas séries de
doentes diagnosticados bioquimicamente, histologicamente e/ou geneticamente.
Destas séries as maiores incluem apenas sete e treze doentes [46,47]. Neste
sentido foram revistos os resultados clinicos, patolégicos e genético-
moleculares, bem como as observagdes referentes a historia natural e as
correlagbes genétipo-fenétipo presentes em 97 estudos de casos publicados,
com o objetivo de alertar hepatologistas, patologistas e lipidologistas sobre esta
doenga, 0 seu diagndstico e o seu tratamento atual e futuro.

Pesquisa bibliografica e dados demogréficos dos doentes

Foi realizada uma pesquisa bibliografica no site do PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) de modo a identificar todas as
publicagdes que descrevessem os doentes com DDEC desde a descricdo inicial
[9]. Os doentes diagnosticados com DW que faleceram no primeiro ano de vida
foram excluidos.

1232

Tabela 1. Caracteristicas observadas nos doentes com DDEC.

Todos os doentes relatados, n (%):
Sexo masculing
Etniaforigem, n (%)
Caucasiana/Europa
Caucasiana’ América do More
Caucasiana’ América Latina
Caucasiana’ Médio Oriente
Asidtica
Africarna
Idade no inielo & Gltime relatério, anos:
Sexo masculino (n = 56)
Média
Mediana
Intervalo
Sexo feminino (N = 68)
Média
Mediana
Intervalo
Sexo desconhecido (n = 11)
Média
Mediana
Intervalo
Distribuigio, n (%)
<2 anos
£2-5 anos
6=12 anos
13-20 anos
2140 anos
41-58 anos
=60 anos

135 (100)
56 (45)

85 (65)
23(17)
14 (10)
4(3)
4(3)
1(0.3)

Inicio

5.5

9.6
0.1-13
131 (87)
25(19)
51 (39)
33 (25)
8 (6)

8 (6)
5(4)
1(=1)

Ultimo relatdrio

17.7
13
1-52

16.49
13
2.2-82

12.93
12.2
3.3-20.8
130 (96)
2(=1)
23(18)
32 (25)
32 (25)
28 (22)
12(9)
1(=<1)
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Eighty-two peer-reviewed articles in English and 15 foreign lan-
guage articles were reviewed.

Of the 135 patients, longitudinal data were available for 99
who were followed for two years to >30 years from their initial
diagnoses or symptom onset, including 21 patients who were
described in subsequent reports, providing natural history infor-
mation that could be correlated with their LIPA genotypes when
available. For each patient, the following information was
recorded, if reported: clinical manifestations, age at onset and last
examination, presence and degree of hepatomegaly, and/or
splenomegaly, other organ system involvement, liver pathology,
LAL activity, LIPA mutations, serum total cholesterol, LDL- and
HDL-cholesterol, and triglyceride levels, serum AST and ALT activ-
ities, and treatment including cholestyramine/bile acid seques-
trants, statins, liver transplantation, and age and cause of death.

Patient demographics

Table 1 summarizes the demographic characteristics including
gender, ethnicity, and country of origin, and ages at onset and last
report. Patients were European (65%), North American (17%),
Latin American (10%), Asian from India or Thailand (3%) and Mid-
dle Eastern (3%). There were single case reports of an Australian
and African-American patient [48,49].

Clinical manifestations
Age of onset and clinical presentation

Clinical information was reported on all patients, although with
varying detail. The age at earliest symptom onset and/or diagno-
sis was recorded for 131 (97%) patients (Table 1). Median age of
onset for the 56 (45%) males and 68 (55%) females was five years
for both genders, ranging from birth - 44 years and 1 month-
68 years, respectively. Eleven case reports did not specify gender.
Of these 131 patients, age at onset for 35 (27%) severely affected
children was between birth and two years, 81 (62%) presented
between age 3 and 12 years, and 15 (11%) had onset or diagnosis
during adolescence or as adults. There were five patients whose
diagnoses were made at autopsy [5,50-52].

Clinically, hepatomegaly presented in 134 (99.3%) patients,
and 74% also had splenomegaly. One mildly affected 27-year
old male had no hepatomegaly, although he had liver pathology
and elevated transaminases [53]. Typically, the patients had
hepatomegaly or hepatosplenomegaly on physical exam or imag-
ing studies when initially evaluated for elevated serum transam-
inase activities or for fever, respiratory infections, and/or other
symptoms [54,55].

Table 2 summarizes the method of diagnosis, including liver
biopsy, LAL activity, and LIPA mutations of genotyped patients,
as well as the serum transaminase activities and lipid levels,
when reported. Elevated AST and/or ALT activities were present
in all cases reporting serum transaminase activities, with signifi-
cant fluctuations at different time points (Table 2). The lipid pro-
files were not commonly reported for many pediatric patients,
while adult patients often presented with hyperlipidemia that
had variable responses to treatment with statins or cholestyr-
amine. Siblings of affected individuals were diagnosed when ini-
tially symptomatic or pre-symptomatically by LAL assays or LIPA
mutation analyses [26,47,56-58].
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Table 2. Method of diagnostic confirmation, serum transaminase activities,
and lipid levels in CESD patients®.

Diagnostic confirmation, n (%):

Pathologic liver biopsy 112 (83)
Pathognomonic crystals/clefts 21 (16)

Pathologic LAL activity 114 (84)
LIPA mutation detection:

Patients L/PA genotyped, n (%) 55 (41)

Total mutant alleles detected 106

Number different mutations 31

E8SJM'CA alleles, n (%) 65 (61)

E8SJM-'¢A homozygotes 17
Elevated serum transaminase activities:

AST, n 78

nin IU/L (range) 54 (9-5240)
ALT, n 73
nin IU/L (range) 52 (15-2340)
Serum lipids in mg/dl, n (range):
Total cholesterol 110 (104-620)
LDL-cholesterol 43 (119-360)
HDL-cholesterol 65 (8-50)

Triglycerides 96 (69-425)

*Data abstracted from the literature for patients in which the diagnostic methods
and serum transaminases and lipids were reported.

In general, the more severely affected children were more
readily diagnosed than the CESD patients who had slower pro-
gression of their liver disease, and varying levels of serum lipids
[13,53,59]. Because the diagnosis is challenging, it is likely that
many adult CESD patients are being misclassified as having
NAFLD, NASH, or cryptogenic liver disease, or remain undiag-
nosed [4,26,60].

Serum cholesterol and triglyceride levels (Table 2)

Total cholesterol was elevated in all 110 patients for whom it was
reported, even though 26% were being treated with HMG-CoA
reductase inhibitors. Of the 43 patients in whom serum LDL-cho-
lesterol was reported, 79% had elevated levels (>200 mg/L), and
over 95% had levels above the normal range, including 49% who
were treated with HMG-CoA reductase inhibitors. There were
65 patients for whom HDL-cholesterol levels were reported,
ranging from 8 to 50 mg/dl; 71% had HDL-cholesterol levels
between 20 and 40 mg/dl, and 18% had levels below 20 mg/dl,
while 11% had levels >40 mg/dl. Interestingly, at least 10 kindred
were reported in which first-degree relatives of the probands
who were obligate heterozygotes, as well as heterozygotes
detected by E8SJM~1¢"A screening, had significantly elevated
serum total cholesterol levels [12,13,49,61-71,131]. Several
reports documented the presence of coronary artery disease or
atherosclerosis in the parents of affected patients, though few
heterozygotes had known concomitant liver disease [49,67].

Other manifestations

The most common extrahepatic findings were frequent diarrhea,
abdominal and epigastric pain, emesis, anemia, malabsorption,
cholestasis, steatorrhea, poor growth, gallbladder dysfunction,
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Foram analisados oitenta e dois artigos revistos por pares em inglés e 15 artigos
em lingua estrangeira.

Dos 135 doentes, encontravam-se disponiveis os dados longitudinais para
99, os quais foram acompanhados durante dois a >30 anos desde o seu
diagndstico inicial ou desde o inicio dos sintomas, incluindo-se agui também
21 doentes descritos em estudos posteriores, sendo assim fornecidas
informagdes relativas a historia natural que pudessem ser correlacionadas,
quando disponiveis, com os genétipos do LIPA dos doentes. Foram registadas,
quando relatadas, as seguintes informagdes para cada doente: manifestagoes
clinicas, idade de inicio da doenga e Ultima avaliagdo, presenca e grau da
hepatomegalia e/ou da esplenomegalia, envolvimento de outros sistemas de
o6rgdos, patologia hepética, atividade da LAL, mutagBes no gene LIPA,
colesterol sérico total, colesterol LDL e HDL, niveis dos triglicéridos, atividade
da AST e ALT séricas e tratamentos que incluam a colestiramina/sequestrantes
dos 4cidos biliares, as estatinas e o transplante hepatico acompanhadas da idade
e causa da morte.

Dados demogréficos dos doentes

A tabela 1 fornece uma sintese da caracterizagdo demogréfica e inclui o sexo,
a etnia, o local de origem e as idades no inicio da doenca e no ultimo relatério.
Os doentes eram europeus (65%), norte-americanos (17%), latino-americanos
(10%), asiéticos provenientes da India ou da Tailandia (3%) e médio-orientais
(3%). Surgiram estudos de casos individuais de um doente australiano e de um
afro-americano [48,49].

Manifestagdes clinicas
Idade no inicio e apresentacao clinica

Foram registadas informagdes clinicas sobre todos os doentes, embora com
graus de detalhe varidveis. A idade referente ao inicio dos sintomas e/ou
diagndstico foi registada para 131 (97%) doentes (Tabela 1). A idade mediana
de inicio da doenca para 56 (45%) homens e para 68 (55%) mulheres foi aos
cinco anos de idade para ambos 0s sexos, variando do nascimento aos 44 anos
e de um més aos 68 anos, respetivamente. Onze estudos de casos nao
especificaram o sexo. Destes 131 doentes, a idade de inicio para 35 (27%) das
criangas gravemente afetadas situou-se entre o nascimento e os dois anos, ao
passo que para 81 (62%) dos doentes esta situou-se entre os trés anos de idade
e 0s 12, sendo que para 15 (11%) dos doentes a doenca surgiu ou diagnosticou-
se durante a adolescéncia ou ja na idade adulta. O diagnéstico foi realizado em
cinco doentes na autdpsia [5,50 —52]. Clinicamente, a hepatomegalia esteve
presente em 134 (99,3%) dos doentes e 74% também apresentaram
esplenomegalia. Um homem de 27 anos ligeiramente afetado ndo apresentou
hepatomegalia, apesar de possuir patologia hepéatica e transaminases elevadas
[53]. Os doentes apresentaram  geralmente  hepatomegalia ou
hepatoesplenomegalia nos exames fisicos ou de imagem quando avaliados
inicialmente devido a atividade das transaminases séricas elevadas ou febre, a
infecdes respiratorias e/ou devido a outros sintomas [54, 55]. A tabela 2 fornece
uma sintese dos métodos de diagnéstico que incluem a bidpsia hepética, a
atividade da LAL e as mutacdes no gene LIPA em doentes genotipados, bem
como inclui a atividade das transaminases séricas e os niveis lipidicos, quando
registados. Atividades elevadas da AST ou ALT estavam presentes em todos
0s casos em que o doseamento das atividades das transaminases séricas foi
reportado com flutuagdes significativas em diferentes pontos temporais (Tabela
2). Os perfis lipidicos ndo foram usualmente registados para muitos dos doentes
pediatricos, ao passo que os adultos apresentavam frequentemente
hiperlipidemia, que apresentava respostas varidveis aos tratamentos com
estatinas ou com colestiramina. Os irmdos de individuos afetados foram
diagnosticados quando inicialmente sintométicos ou ainda pré-sintomaticos
mediante ensaios a atividade da LAL ou por analise das mutacbes no gene
LIPA [26,47,56-58].

JOURNAL OF HEPATOLOGY

Tabela 2. Método de confirmagdo do diagnéstico, atividades das
transaminases séricas e niveis lipidicos nos doentes com DDEC.

Confirmagdo diagnostica, n (%):

Bidpsia hepatica 112 (83)

Cristais patognomonicos/fendas 21(16)

Atividade patologica da LAL 114 (84)
Detegio da mutagdo no gene LIPA:

Doentes genotipados, n (%) 55 (41)

Total de alelos mutantes detetados 106

Nuamero de mutagdes diferentes 3

ESSIM™! % alelos, n (%) 65 (61)

E8SIM ' homozigoticos 17
Atividades das transaminases séricas elevadas:

AST,n 78

nem ULL (intervalo) 54 (9-5240)
ALT,n 73
n em UL/L (intervalo) 52 (15-2340)
Lipidos séricos em mg/dl, n (intervalo):
Colesterol total 110 (104-620)
Colesterol LDL 43 (119-360)
Colesterol HDL 65 (8-50)

Triglicéridos 96 (69-425)

*Dados retirados da literatura sobre doentes em que foram registados os métodos de
diagnostico e os niveis das transaminases séricas e de lipidos.

Regra geral as criangas mais gravemente afetadas foram também as mais
facilmente diagnosticadas comparativamente com os doentes com DDEC, que
apresentavam uma progressdo lenta da doenca hepética e diferentes niveis de
lipidos séricos [13,53,59]. Dado que se trata de um diagndstico exigente é
provavel que muitos adultos com DDEC permanecam sem diagnéstico ou se
encontrem incorretamente diagnosticados como tendo DHGNA, EHNA ou
doenca hepética criptogénica [4,26,60].

Colesterol sérico e niveis dos triglicéridos (tabela 2)

O colesterol total encontrava-se elevado em todos os 110 doentes para 0s
quais havia registo, embora 26% estivessem a ser tratados com inibidores da
HMG-CoA redutase. Dos 43 doentes para os quais haviam registos do colesterol
LDL sérico, 79% apresentam niveis elevados (>200 mg/L) e mais de 95%
apresentam niveis acima do normal, incluindo 49% que estavam a ser tratados
com inibidores da HMG-CoA redutase. Ja no caso dos 65 doentes para os quais
existiam registos dos niveis de colesterol HDL, estes oscilavam entre os 8 a 50
mg/dl, sendo que 71% apresentavam niveis de colesterol HDL entre os 20 e 0s
40 mg/dl e 18% possuiam niveis abaixo dos 20 mg/dl, ainda que 11% tivessem
niveis de >40 mg/d|. Curiosamente, foram descritas pelo menos 10 familias em
que parentes em primeiro grau dos probandos (heterozigdticos obrigatérios),
assim como os heterozig6ticos detetados através do screening da mutagéo
E8SIM®>A possuiam niveis elevados de colesterol total sérico [12,13,49,61—
71,131]. Surgiram varios estudos que documentaram a presenca de doenca
arterial corondria ou de aterosclerose nos pais dos doentes, contudo, foram
poucos 0s heterozigéticos que conheceram a doenca hepatica concomitante
[49,67].

Outras manifestacoes

As observacdes extra-hepaticas mais comuns incluiram a diarreia frequente,
a dor abdominal e epigastrica, a émese, a anemia, a ma absorcéo, a colestase, a
esteatorreia, o crescimento deficiente, a disfuncéo da vesicula biliar e a doenca
cardiovascular [72-76,125].
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and cardiovascular disease [72-76,125]. Patients with micronod-
ular cirrhosis had portal hypertension, ascites, cachexia, esopha-
geal varices, gastrointestinal bleeding, and other secondary
complications of liver failure resulting in coma, death or liver
transplantation [51,77]. Esophageal varices were reported in 12
patients, including nine from 5 to 20 years of age [26,46,50,78-
84]. Two cases of hepatocellular carcinoma were reported by
the age of 11 and 52 years [28,85], and adrenal calcifications,
which occur in ~50% of patients with WD, were present in nine
CESD patients who ranged in age from <1 to 10 years. Thus, adre-
nal calcification may occur in either phenotype [52,64,78,84,86-
92]. Gastrointestinal lipid and CE accumulation were a common
finding, including in the core villi of the lamina propria, lacteal
endothelium, smooth muscle, vascular pericytes, and in the
duodenum and bowel mucosa where foamy macrophages were
present (e.g., [51,93-96]). Cardiovascular manifestations pre-
dominantly involved coronary artery disease, aneurysm and
stroke [6,13,22,26,29].

Liver failure and causes of death

Liver dysfunction and/or failure occurred in all 135 patients. Of
the 11 reported deaths, the majority (73%) were due to liver fail-
ure, and progression to esophageal varices was reported in 12
cases. Of the 112 (83%) patients who had liver biopsies, all had
significant findings as described below. Death due to liver disease
progression occurred at 7 to 56 years of age, and 50% of deaths
were in patients under 21 years of age [5,50,52,78]. Only one
reported patient survived beyond 58 years [13], but long-term
follow-up information was not available for most patients. Four,
known additional deaths from liver failure occurred after their
case reports [26,57]; (personal communication Dr. C. Gasche,
Vienna, Austria; Dr. V. McLin, Geneva, Switzerland); (Table 3:
patients 35, 36, 50, and 54).

Liver pathology

The massive lysosomal accumulation of CE and triglycerides
leads to a diffuse microvesicular steatosis involving hepatocytes,
Kupffer cells, and macrophages (Fig. 1A and B), which progresses
to fibrosis, and ultimately, to micronodular cirrhosis [4,58,91,97].
Liver biopsy findings were consistent among patients, and
appeared independent of age, genotype, or other factors. On gross
examination, the liver specimens appeared a striking orange-yel-
low in color. On light microscopy (Fig. 1), the universal finding
was the diffuse, uniform microvesicular steatosis with minimal
zonal differences within the hepatic lobule [4]. Foamy macro-
phages containing lipid and ceroid were already present in the
sinusoids and portal tracts of young patients. Increased numbers
of storage macrophages and progression to fibrosis were
observed at later stages. In contrast to macrophages, ceroid accu-
mulation did not accompany lysosomal lipid accumulation in
hepatocytes [4].

Microvesicular steatosis is uncommon in other metabolic
causes of liver disease, though rare cases induced by severe mito-
chondrial beta-oxidation-mediated hepatotoxicity, for example
associated with valproic acid use or Reye’s syndrome, have been
reported. Reye’s syndrome has distinctive, mitochondrial
enlargement that can be seen ultrastructurally [98-104].

Recently, Hulkova and Elleder re-evaluated a series of 19 CESD
liver biopsies to identify reliable histopathologic criteria that
would distinguish CESD from other forms of microvesicular stea-
tosis, and in particular from NAFLD and other non-lysosomal
fatty liver diseases in children [4]. They found that immunostain-
ing for LAMP1, LAMP2, LIMP2, or with a lysosomal luminal pro-
tein (cathepsin D), readily identified the lipid accumulation as
lysosomal, facilitating the diagnosis of CESD, abrogating the need
for the ultrastructural demonstration of lysosomal lipid deposi-
tion (Fig. 1C-E). Pathologists should note their specific methods,
commercial antibody sources, and additional unique histopatho-
logic features of the CESD pathology [4]. Thus, one additional
stain of a paraffin section would identify patients for confirma-
tory LAL and/or LIPA gene sequencing.

Pathognomonic birefringent CE crystals were observed in
hepatocytes and/or Kupffer cells in fresh-frozen tissues under
polarized light. In fixed paraffin-embedded sections, remnant
clefts were observed where the lipid was extracted during dehy-
drating procedures. These crystals, or their remnant clefts,
observed by electron microscopy were limited by a single lyso-
somal membrane or were free in the cytoplasm. Although only
65 of the 112 biopsies (58%) specifically described birefringent,
needle-shaped CE crystals, 26 (23%) additional cases reported
CE hepatocyte accumulation, and two reported CE remnant clefts,
thereby accounting for 93 of the 112 cases (or 83%), although CE
crystals presumably would be present in all cases if specimens
were frozen and viewed by polarization microscopy or processed
for electron microscopy.

Of the 112 biopsied patients, 72 (64%) had fibrosis and/or cir-
rhosis, including sinusoidal, portal/periportal or septal fibrosis in
56 (50%), whereas cirrhosis was present in 33 (29%). There were
17 patients (15%) who had both fibrosis and cirrhosis in initial or
subsequent biopsies [105-107]. Some reports did not distinguish
between fibrosis and cirrhosis [58,79,84]. Hepatocyte necrosis
was reported in eight (7%) patients.

Of interest, the microvesicular steatosis and CE accumula-
tion were already present in a prenatally diagnosed fetus at
17 weeks of gestation [89]. The affected fetus was detected in
a family who had a previous child diagnosed at 2 years of
age. The fetal liver had marked membrane-bound CE accumu-
lation in the hepatocytes and syncytiotrophoblasts of the cho-
rionic villi, as well as cholesterol infiltration and necrosis of
enlarged adrenal glands. Portal and periportal fibrosis were
observed in the affected two-year old sibling’s liver biopsy,
but not in the fetus, suggesting the progressive nature of
CESD-associated liver disease [89].

Diagnosis

The diagnoses of all 135 reported patients were based on defi-
cient LAL activity and/or LIPA gene mutations, or the pathologic
liver biopsy findings. Markedly deficient LAL activity was demon-
strated in 114 (84%) patients of whom 55 (42%) also had LIPA
gene mutation analyses (Fig. 2). The remaining 21 (16%) patients
were diagnosed by the presence of the pathognomonic CE crys-
tals, or remnant clefts, in their liver biopsies. An affected CESD
fetus was diagnosed prenatally by demonstrating LAL deficiency
in cultured amniotic fluid cells [89]. Prenatal diagnosis can also
be reliably made in cultured chorionic villi by LAL assay and/or
by mutation analysis.
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Os doentes com cirrose micronodular apresentam hipertenséo portal, ascite,
caquexia, varizes esofagicas, hemorragia gastrointestinal e outras complicagdes
secundarias ligadas a insuficiéncia hepatica que resultaram em coma, morte ou
em transplante hepatico [51, 77]. As varizes esofagicas foram observadas em
12 doentes, incluindo nove doentes, dos cinco aos 20 anos [26, 46, 50, 78 — 84].
Existiram dois casos de carcinoma hepatocelular que foram observados aos 11
e aos 52 anos [28, 85] sendo que também foram observadas calcificacbes
suprarrenais que ocorrem em ~50% dos doentes com DW e que se encontravam
presentes em nove doentes com DDEC com idades compreendidas dos <1 aos
10 anos. Como tal, a calcificagdo das suprarrenais pode ocorrer em qualquer
um dos fen6tipos [52, 64, 78, 84, 86-92]. A acumulagdo gastrointestinal de
lipidos e de EC foi uma observagdo comum nas vilosidades da lamina prépria
incluindo nas células endoteliais dos vasos lacteais, no musculo liso, nos
pericitos vasculares e no duodeno e na mucosa intestinal onde macréfagos
espumosos estavam presentes (e.g., [51 ,93-96]). As manifestacdes
cardiovasculares envolveram predominantemente a doenga arterial coronaria,
0 aneurisma e 0 AVC [6, 13, 22, 26, 29].

Insuficiéncia hepatica e causas de morte

A disfuncéo hepética e/ou insuficiéncia verificou-se em todos os 135 doentes.
Dos 11 6bitos relatados a maioria (73%) foi devida a insuficiéncia hepética,
sendo que a progressao para as varizes esofagicas foi relatada em 12 casos. Dos
112 (83%) doentes submetidos a bidpsia hepética, todos apresentaram
descobertas importantes que se encontram descritas abaixo. A morte devida a
progressdo da doenga hepatica ocorreu dos sete aos 56 anos e 50% dos 6bitos
sdo referentes a doentes com menos de 21 anos [5,50 ,52 ,78]. Existe apenas
um estudo de uma doente que sobreviveu para la dos 58 anos [13], contudo
informagdes relativas ao acompanhamento a longo prazo ndo se encontravam
disponiveis para a maioria dos doentes. Adicionalmente registaram-se mais
quatro 6bitos por insuficiéncia hepética apés os respetivos estudos de casos
[26,57]; (comunicagdo pessoal Dr. C. Gashe, Viena, Austria; Dra. V. Mclin,
Genebra, Suica; (Tabela 3: doentes 35, 36, 50 e 54).

Patologia hepética

A acumulacdo massiva de EC e triglicéridos conduz a esteatose
microvesicular difusa que envolve os hepatdcitos, as células de Kupffer e os
macréfagos (Fig. 1 A e B), progredindo para a fibrose e derradeiramente para
a cirrose micronodular [4,58 ,91 ,97]. Os resultados das bidpsias hepaticas
foram constantes entre os doentes independentemente da idade, do gendtipo e
de outros fatores. No exame macroscopico os espécimes de figado mostram
uma acentuada aparéncia amarelo-alaranjada. J& na microscopia de luz (Fig .1),
a observacdo geral foi a esteatose microvesicular difusa e uniforme com
diferengas minimas nas zonas do I6bulo hepatico [4]. Encontravam-se ja
presentes macréfagos espumosos contendo lipidos e cerideos nos sinusoides e
nos tratos portais de doentes jovens. Tendo sido observado em fases mais
avangadas um aumento do nimero de macréfagos de armazenamento e uma
progressdo para a fibrose. Contrariamente aos macréfagos, a acumulagdo de
cerideos ndo acompanhou a acumulacdo lisossomal de lipidos nos hepatécitos
[4]. A esteatose microvesicular ndo é comum entre as outras causas metabdlicas
de doenca hepatica, apesar de terem sido relatados casos raros induzidos pela
hepatotoxicidade mediada pela inibicdo grave da 3-oxida¢éo mitocondrial, por
exemplo, quando associada ao uso de &cido valproico ou a sindrome de Reye.
A sindrome de Reye apresenta um aumento mitocondrial caracteristico que
pode ser visualizado ultraestruturalmente [98 —104].

Recentemente, Hulkova e Elleder reavaliaram uma série de 19 bidpsias
hepéticas de doentes com DDEC de modo a serem identificados critérios
histopatoldgicos fidveis que distinguissem a DDEC de outras formas de
esteatose microvesicular, particularmente, da DHGNA e de outras doencas
hepéticas gordurosas ndo lisossomais em criangas [4]. Os mesmos constataram
que com a imunocoloracéo para a LAMP1, LAMP2 e LIMP2 ou com uma
proteina do ldmen lisossomal (catepsina D), que foi facil identificar a
acumulacéo lipidica como sendo lisossomal, facilitando assim o diagnéstico da
DDEC, anulando-se a necessidade de uma demonstracdo ultraestrutural da
acumulagéo lisossomal de lipidos (Fig. 1C—E). Os patologistas devem assim ter
em conta os seus métodos especificos, os seus fornecedores comerciais de
anticorpos e as caracteristicas histopatolégicas Unicas da DDEC [4]. Posto isto,
a coloragéo adicional de uma seccdo de parafina identificard doentes para
procederem a confirmagdo mediante a analise da atividade enzimatica da LAL
e/ou sequenciagdo genética do LIPA.

Os cristais birrefringentes de EC patognomdnicos foram observados nos
hepatdcitos e/ou nas células de Kupffer em tecidos frescos e congelados sob luz
polarizada. Foram observadas nas seccdes fixas embebidas em parafina, as
fendas remanescentes onde o lipido foi extraido durante procedimentos de
desidratacdo. Estes cristais ou as suas fendas remanescentes quando observados
pelo microscépio eletrénico encontravam-se delimitadas por uma Unica
membrana lisossomal ou livres no citoplasma. Embora apenas 65 das 112
bidpsias tenham descrito especificamente os cristais birrefringentes de EC em
forma de agulha, 26 (23%) dos casos adicionais relataram a acumulagéo de EC
nos hepatdcitos e dois relataram a presenca de fendas remanescentes de EC,
sendo assim contabilizados 93 casos dos 112 (ou 83%), ndo obstante de que
presumivelmente estes cristais de EC estariam presentes em todos 0s casos se
0s espécimes estivessem congelados e fossem vistos através da microscopia
polarizada ou processados para a microscopia eletrénica.

Dos 112 doentes submetidos a bidpsia, 72 (64%) apresentam fibrose e/ou
cirrose, incluindo-se a fibrose sinusoidal, portal/periportal ou septal apresentada
em 56 doentes (50%), ja a cirrose esteve presente em 33 doentes (29%).
Adicionalmente, foram observados 17 doentes (15 %) que apresentam fibrose e
cirrose em bidpsias iniciais ou posteriores [105-107]. Alguns estudos de casos
ndo fizeram a distingdo entre a fibrose e a cirrose [58,79,84]. A necrose dos
hepatdcitos foi observada em oito (7%) dos doentes.

Igualmente de interesse, a esteatose microvesicular e a acumulacéo de EC
encontrava-se ja presente num feto diagnosticado no periodo pré-natal as 17
semanas de gestacdo [89]. O feto afetado foi detetado numa familia cujo filho
anterior havia sido diagnosticado aos dois anos. O figado fetal apresentava uma
acumulacdo significativa de EC ligados a membrana nos hepatdcitos e nos
sinciciotrofoblastos das vilosidades coridnicas, bem como infiltragdo de
colesterol e necrose das suprarrenais aumentadas. A fibrose portal e periportal
foi observada na biépsia hepética do irmdo afetado de dois anos, mas ndo no
feto, 0 que sugere a natureza progressiva da DDEC quando associada a doenca
hepética [89].

Diagnéstico

Os diagndsticos de todos os 135 doentes relatados foram baseados na
deficiéncia da LAL e/ou nas mutagdes do gene LIPA, ou mediante os resultados
patolégicos da bidpsia hepatica. A notdria deficiéncia na atividade da LAL foi
verificada em 114 (84%) dos doentes dos quais 55 (42%) também foram
submetidos a anélises de mutaces no gene LIPA (Fig. 2). Os restantes 21 (16%)
dos doentes foram diagnosticados pela presenca de cristais de EC
patognoménicos, ou pelas fendas remanescentes presentes nas suas bidpsias
hepaticas. Um feto afetado com DDEC foi diagnosticado no periodo pré-natal
ao demonstrar deficiéncia da LAL em células cultivadas de liquido amniético
[89]. O diagndstico pré-natal também pode ser realizado fiavelmente em
vilosidades coriénicas cultivadas através da analise da atividade enzimatica da
LAL ou pela anélise de mutagdes.
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Table 3. Clinical, pathologic, and laboratory data for genotyped CESD patients.

Patient LIPA genotype HGMD LIPA genotype Sex Age at Age at last Clinical Liver/tissue Lab [Ref.]

(as reported") onset, yr  report/death, manifestations pathology findings
yr (cause)
1 E8SIM'GA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/E8SIM- 1A M <5 22 | MVS, BRC IIb [131]
2 E8SIM-'CA/EBSIM'®>A  EBSIM-'GA/EBSIM-1G>A M 13 23 SM, GF PBF, BRC, HV Ilb, ET [38,
116]
3 E8SJM'GA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/E8SIM- 1A nr. 3 3] D (fam hx MI 30s + 40s) MVS, BMV IIb, ET [90]
4 E8SIM-'CA/EBSIM'¢>A  E8SIM-'GA/EBSIM-1G>A 8 13 HT NB, HS on U/S ET, HC [55,
113]
5) E8SIM'GA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/EBSIM- 1A H <5 41 D, cachexia, malabsorption MVS, F, BRC, ET [75]
FC, HL, BP
6 E8SJIM'CA/E8SIM 1A E8SIM-'CA/E8SIM 1A F 0.16 5 FTT, D, AD, SM, PI, HV, KV, F ET,HC, [122]
HTG

7 E8SJIM-'GA/EBSIM 1A E8SIM-'CA/E8SIM 1A M 6 9 SM PI, HV, KV, F ET, HC [122]

8 E8SJM-'CA/EBSIM'®A  E8SIM-'SAEBSIM- 1A (p.S275_ F 4 10 SM Steatosis, P, IIb, ET [113]
Q298del) + c.894G>A F,FC

9 E8SJIM-'GA/EBSIM'SA  E8SIM-'CA/E8SIM-1®A (p.S275_ M n.r 22 SM F,FC Ilb, ET [113]
Q298del) + ¢.894G>A

10 E8SJM'CA/E8SIM'®>A  E8SIM'CAE8SIM- 1A (p.S275_ F 3 3 n.r. NB IIb, ET [113]
Q298del) + c.894G>A

11 E8SJM-'CA/EBSIM-'®>A  E8SIM-'GA/E8SIM-1G>A M 0.8 15 SM NB IIb, ET [117]

12 E8SJM'CA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/E8SIM- 1A M 2 18 SM NB IIb, ET [117]

13 E8SJIM-'GA/EBSIM 1A E8SIM-'GA/E8SIM 1A F 2 36 SM, ML, I, MLD, ATH, AFIB, HSon U/S, FC, Iib, A, [29]

stroke, GU, ECC, X, CA, FC BMV ALF

14 E8SIM'CA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/E8SIM- 1S~ c.934G>A/ F 6 24 SM DH IIb [47]
c.934G>A

15 E8SJM-'CA/EBSIM'®>A  E8SIM-'CA/E8SIM 1A ¢.934G>A/ F 6 24 HTN DH IIb [47]
c.934G>A

16 E8SIM-'GA/EBSIM'SA  EBSIM-'CA/E8SIM- 1A c.934G>A/ F 4 22 HTN DH IIb [47]
c.934G>A

17 E8SJM'GA/E8SIM'¢A  E8SIM'SA/E8SIM- 1>~ c.934G>A/ F 5) 16 SM, laryngitis DH IIb [47]
c.934G>A

18 E8SJM-'GA/E8SIM 1A E8SIM-'¢>A/E8SIM'¢*Ac.934G>A/ F 53 d. 58 (MI) AP, MI DH, BMV HC [47]
c.934G>A
Inferred from children’s
genotypes

19 E8SJM-'®4/c.594insT E8SJM-'¢A/fsA178X190 M 3 18 Gl HV, G, MBL, F, IIb [119]

20 E8SJM/c.980delC E8SJM-'¢*A/fs— 330X M 28 28 SM NB n.r. [90]

21 E8SJM/c.397-398delTC E8SJM'®*/fs—137X M 11 22 SM NB n.r. [90]

22 E8SJM-'®*A/c.230ins35/ E8SJM-'®>A/G77fsX82 F 68 d. 82 HF, CA, SM NB n.r [13]

c.245del14

23 E8SJM-'®4/c.635delC E8SJIM-'¢*A/fs—>195X M 33 d. 52 (liver failure) CA, EA, ATH, aneurysms, BRC, C IIb [28, 47]
(934G>A)/DC673-5 GA

24 E8SJM-'¢A/R65X E8SJM'¢4/c.C233T R44—fsX F 11 34 SM, MH DH IIb [47]
(Exon3)

25 E8SJM-'¢>A/R65X E8SJM-'®>A/c.C233T R44—fsX M 37 49 AP BRC, F, FC, HV, b, ET [95, 96]
(Exon3) DU

Review

ADY0T10LVd3H 40 T¥NYNOr



JOURNAL OF HEPATOLOGY

oBsIATY

-

na {gogxg)

(o6 ‘s8] 13'al ‘AH'04'4'oua dy 6 £ N Bt LEEZD e NFSET KGO - NS 52
(gogxg)

[£¥] all HQd HIN WS ¥E b E| HE—tie LEETD Mo IS8T KGOy NS ¥z
We §€£4800/(v<DrEs)

[it'gE] all 2'048 'SEWSUNBUE 'HLY 'v3 'yD  (eonedey epugoynsu) 25 W EE W KGBL Sy NPSET  DIBPSED Dy WMSEI EZ

FLIBPGFED

L] ru an WS '¥D '4H F: 89 4 ZENSN L DvepeNFSBT  /GESUIDEZ Ovape-INMSE3 iz

[o6] ru 8N s zz e W WEE L Shveo NS BT DLISPEEE-LGE WINFEET Lz

[oa] ru an WS 8z 82 W HOEE Shivcen NS E3 DBPORE W NrSE3 0z

Bl al 478W D AH 2] 1 E W DBLXELLWSHwepNFSET LSUIPES Ofyape- INFSE3 Bl
SHUEL
sodnouab ep opusu|
W<EOFER'D

[£¥] aH ANE 'HO I Y (vl 85 "w ES E| TFLOPER Ppepu N PS B e dMSEY el NMS BT v SE -1
W<EFEGD

[£¥] all HaQ apbune ' Ws g9l 5§ 4 M<OEE' Y ween M8 e IFSET v UM S8 e N SET Ll
WOFER'D

[¥] all Hd MNLH ZE L4 E| IWEDVEE Y v NS 8w IMS 8T v UM S8 v M S83 9l
WOFERD

[L¥] 1] Ha NLH ¥z ] E| Ji 3o R ] =3 VAT =1 | = = T Gl
WEOFERD

[£¥] all Ha ws ¥E 9 E| MF=DPER'? vepd IS BT veneNFSET vepu M S B - WM SE3 FL

g ANg St 240 'K '003 NS DAY

[zl WGl 24 'SIMNWRSH  'AIdY HLY ‘9T T TNCING 9g z E| QOO 2y TN N [ =1 = T T2 £l

(FAN) 13 'ail an WS gl W weend N ME B Rivcend MG BT van MG ET v N S8 Zl

il 13 ‘i an WS Gl B0 W veodNMSBRvepNFSET  vapedNFSETfvane- INFSE3 LL
Y<OreE's + (BRGEZD

[Euel 13 'ai an o £ £ E| 625 v NS B e NFSET v PS80 v WFSET ol
Y<OrE8's « (PPEEID

Enel 13 ‘a1l a4 '4 ns zZ ru W T6L25') v NS BT NFSET v dIFS 8w M8 (i
441 Y<OrEE? « (PREEID

£t a3 an 'BE0|EHST Ws oL ¥ 4 TGLZS) v NS B MSBT v NS 8T v WISE3 g

zzi]l oW L3 4 AHId nes 6 9 N vepd U ME 0T epdNMSET v IM ST e M5 L

£11H
[zzil  'oW'L3 4'AMAH Id ‘WS 'Oy 'g L4 § aL'0 4 wee N MS e NMSET v PSS E3 e NFSET ]
d8 TH 04
[52] 13 ‘248 4 'SAN OE3I0SqE B Bp@NDED 'Q 5 G El word S BT heea M58 v PS8 v - WIS 5
ELL
‘551 oH'L3 S ue SH ‘AN 1H £l ] E| weond N ME B DivcendNMS BT van MG BT v N GET ¥
[ogl 13 911 ANE SN (50t + SDE | ¥ Wwey) g E E Ju oS BRS8N S BT v WM SES E
[]H

‘ggl 13 a1 AH D8 '48d 48NS £z B W weo AN S B Do NFS BT v S E yeen WNSE S z

el all 48 SAN | ZZ G W weend N ME B hvcendNMSET van MG BT v N 583 L
SeHOpRIqR| oplelepEy WSS} oo e (o pewz] 2 ouoo)y

[1ou])  sopeynsay o]0 2|3 SR uﬁeﬂqe_ﬂ.,__ﬂ“__ﬂ- pepl 0w VAT gD QWO H sdigusi g e

SO RAROUTE T (I W00 SN UMD SOE £3] U1IDJ0T SPRLI0VEI00E] 3 S02T0 008 d S0 SOpE (] "§ vPqE ],

1235

Journal of Hepatology 2013 vol.58 | 1230-1243



Review

[vzil ru anN NS Gl< g Ju MNN/SELZT MNN/ST621 GS
o4 ‘ANg ("'unwwoo ‘siad) g1 'p

[oe] 13‘OH ‘OvL ‘4 ‘0Yg OV ‘IH (81 ‘yueidsueyy Jony) Z'¢ 8l E| 068ZS/HZveD 0682S/42reD ¥S

[rz1]  ©1H ‘OH AH ‘0 '0¥g ru (11 ‘uerdsuesy sany) €| S W (€52-602A O<VASI) Nrs23/118L 9<VZ-9SAI/1202d €5

11l ru odd ‘AH ru (11 ‘yuerdsuesy Jon) ¢ Gl E| AVLZHIAYLZH AGBZH/AS6ZH zs

(A 9) 0
[gs8] ru (A Z) o¥g ‘AH (owg)ov‘Lld‘d (£ ‘yuejdsues Jony) g 190 E| 12921/12921 18821/18821 1S
("'unwwoo ‘siad (4 uoxa -| uosur) (4 uoxa - uosur)

[26] ru Ha NS Hun abe ‘queldsues JoAl) € Gl W uonejep auab abield80LH uonalep abiel/d6zLH 05

[2v] ©1H‘OH ANE ‘Ha aons ‘X (exous) /v 'p 0e 4 MNN/v<o1-NFS83 MNN/v<o1-NFrS83 6%

[o6] qll aN as3o ymmsqis g LS X<} E| MNN/v<o1- S8 MNN/v<o1-NFrS8T [:14
IH ‘04 68 €280 9P V<O ¥68'9/1<0

[el] 13 an ‘0dd ‘SAN ‘d ru 8l 6 E| 259'0'8620 G.TS 19P/X8LTY X812¥/v<o1-NIrS83 Iy
68 €280 9P V<O ¥68'9/1<0

[el] 13 an anN ru 8l 6 E| 259'0°8620 G.TS 19P/X812Y X812Y/v<o1-NFS8 514

[gs8] 13 044 u L 9 4 U790/ v<o1-NFS83 HG8D/y<o1-NF'S83 *14

[bzt]  ©1H ‘all AH NS ¥4 9 N N99D/v<01-NI'S83 NAL89/y<o1-NIrS8T 24
[zv]  an‘div ‘Ha (ymia) av 174 10 W 8-7901 DA Ov<oi-NFS8T  DIBPBZOL Ofv<o-NISST (54

[(.orLm-d)
V<961+2] + (19pg620 G22S°d)

[eLi] qll SAN ru L L N V<O168°0 X0¥ L M/v<oi-NF'S83 X0¥ L M/v<oi-NFS83 a4
[ev]  an‘dv Id ‘04 ‘SAW dv 9z 9z E| S86N/v<o1- IS8 S61 LN/v<oi-Nr'S83 R4

[er]l  an‘av anN S/N uo SH 6 6 W HZPED/veo1- IS8T HZYED veo1-NMrSS ov
VA7 13 an Ha ru vz L W 1<V012/(V<DtEB) INrS83 ALSQlv<o1-NFrS83 6e
[21] qll anN NS 6l vi> E| d9g€TNvol NFS83 d.S€Tvoi NrS83 8¢

[26 ‘9zl 2 ‘SAIN ‘04 A3 9GP ze E| d801LH/v<o1-NFrS83 d62)H/v<o1-NMS83 1€
("'unwwoo "si1ad
[26 ‘92l ru SAIN ‘04 ‘A OH ‘13 ‘sewod]  “jun abe ‘Jue|dsuel) JoAll) 9f W nW d80}H/iv<o1-NI'S83 d6ZLH/v<o1-NrS83 9e
("'unwwoo -siad
[26 ‘9zl ru 0 ‘0¥d ‘04 ‘'SAW avo ‘Hiv ‘jun ebe p) gg 4 E| d80 L H/v<o1-NFrS83 d6Z1Hlv<o1-NFrS83 Ge
X9929
[2€ ‘8] ql odd ‘SAN NS zl S N XS4S¥ZO'd6. L Nv<o1-NFS8T 'd00Z fv<or-NFS83 e
[eel] qall anN ru ru 8 N d6.1 Tlv<o NFSS3 d00ZT/v<o1-NF'S83 €e
[zel] ql anN ru ru 9 E| d6.LIlv<oiNFS83 d00ZT/v<o1-NrS83 ze
[(Ag6THd)
1<0€88'0] + (1opg62D G/2S°d)
[eL1] qil S/N uo SH ru ru ¥ W AGB6ZH/v<o1- IS8T AG6ZH/v<o1-NMS83 e
[1<0g882] + (1°P862D G22S°d)

[eLi] 13 an S/N uo SH ru 6l 6l E| AG6ZH/v<o1-NFS8T AG6CH/v<o1-NIS8T o€
[2¥] qil Ha ru 9¢ 4! W V<1G/¥lvo-NrS83 3S¥ 1 Alv<oi-NFS83 62
[2¥] ql Ha u 8z € W V<1S/v/v<o-NFS8T 3GY1 A/v<oi-NPS83 8z

[zt “11] qil Ha 40 0¢ Z W (V<1£2€0) ¥¥LM/v<or- IS8T UG6M/v<o1-NrS83 rd
(9V19p2969)
[g€l 13 AH S ‘dv 8¢ 80 W 99EX<SI<TIEZESv<o1-NFS8T  OVIPPL96 Olv<o1-INFS8T 9z
(esneo) JA
sBuipuly Abojoyjed suoljejsajiuew ‘yeappodas JA Jesuo (,pauodal se)
[4ou] qen ONSSI)/IBAI [eaiuy ise| Je aby leaby xog adfjousb yg/7  AWDH adAjousb vd7 usied

MIIANY

(panunuod) g a|qer

Journal of Hepatology 2013 vol. 58 | 1230-1243

1236



[vzul nu aN WS Gl< G Tu ANNSELZT WNNSYBZT 5§
24 'AWG ('ssad 'nwoo) g| 'w (gL

ol  13'0H ‘OvL '4'0ug OV 'IH ‘conedey seidsuen) z'¢ gl 4 068ZS/HZYED 068ZSMZYED 5

[zl OLH'OH AH "0 '0u8 ru (| ‘conedey suegdsues) gl [ (£62-602a O<YASI) WFrSLITLEL 9<YZ-9SAINZ0Zd €5

[pL1) au o8 ‘AH u (1) ‘congdey suerdsues) pl [ 4 AV LZHIAY LZH AGBZH/AGBZH 25

(scue g) o
[adl Ju ‘(soue g) o¥8 ‘AH (sesaw g) OV ‘114 ‘0 (£ ‘cogedey ejuejdsues) g 190 4 1L9ZL/LOZL 1882 1/188Z L 1S
('ssad *Nwod ""268p ‘Pl (i ogx® -| ognuy) susb ( ogxe - |, cgpur)

Lzg) yu Ha NS ‘copeday sjuejdsuen) ¢ g1 0N cu ogdefap spueiBiygoLH  ogdeyep spuRib/NBZIH 05

[t OLH'OH AWNE 'HO DAY ‘X (OAY) Lt 'w 0g 4 HNNivep 1 NS 8T WNNivep - INMSE3 (i3

[oal qil an 0300 woo sogu Z 1 LS 4 HNNiveo ANMS 83 ANNiveo - NS 83 -1
TH'D4 68 €282 199 V<O $68'Y 1<D

[ed  13'an ‘U8 'SAN ‘4 Fu 8l 6 4 759'9'8620 7 GLZS FR/XBLZY X8 Zulvp - NS 83 I
¥68 €262 19P V<O ¥68'Y 1<D

[y 13'qu aN Su 8l 6 4 269'2'862076L2S PPIXSLZY X8 Zeve r NS 83 o

[adl 13 04'4 U 1 9 4 HYOD o INMS 8T UGB /veo +INMS 83 Gt

[tz  oiH'al AH WS 1z 9 W A9 v NS AL8D/vorNISE3 r
v an‘aw ‘Ha (owewoseu) qy vZ o N 8190190 v NMSET  DIBPSZOL Vv - NISEI [

[(.orimd)
v<96112] + (19pg6Z0 625 d)

levi) il SAN yu L L N V<OP68'2 XOF LMWwo NS X0 bW INMS83 4
BA  qn'dw Id '04 'SAN dv €% 9z 4 SEBN/wo NS 83 S6L LN/worINFSE3 (2

[evt]  an'dw an S/n we SH 6 6 W HZYED o INMSEI HZYED o rNrSE3 or
d  13'au Ha Fu (74 LW L<v01ZAY<OvE6) Nrssa ALGQhvo-NrS83 6
zu qil an WS 6L Pi> 4 d9EETvp NS 8T dLSE WvorNMSE3 o1

(25 '02 0 'SAN 04 A3 95w ze 4 dB0LH/ve NISE3 dBZ LHive - NISE3 £
(*ssed ‘nwoo “osep ‘P
(26 'od yu SAN ‘04 ' OH ‘13 'sewodn ‘conedsy sersues) gy v N d80LH/vo NISE3 d6Z LH/vo - NMSE3 9
('ssad ‘nwoo
(45 ‘92 Ju D 'ONE D4 'SAN avo 'Hiv 058P ‘PI'W) 8§ %> 4 d80LHivo NS 8 dBZ L HivorNrSE3 [
X9929
lzg'gl q)l 2u8 'SAN WS 4 s W X84G P29 dBL b Wvo i NS 'd00Z Vvo  INMSS3 23
[ze1) all an Fu Ju 8 W dBLL v NS 83 d00Z Vv - INMS83 €8
[zeul qil an Fu Ju 9 4 dBL L Wy NS 83 d00Z Wvo-INMS83 €
[(AGBZHd}
1<0£68°9] + (19pg62ZD G225 d)
[eps) qll S/n wa sH U au oW AG6ZHIvo NS 83 ASBZHAwe r NS 83 15
[1<0€89'2] + (18pg6 2D 6 £25d)

e 13'an Sin we SH Sy 6l 6l 4 ASBZH/va NS E3 ASBZH/ve»NrSE3 0€
z# all Ha Fu 9% LN V<1S Lo NS 83 5P LMo NIS83 62
[zt q)l HA Fu a2 € W VLG P NS 83 68 L Qo rNISE3 74

[zt 1) all Ha 40 € Z 0N (W< L€2€'9) Ut LMivo NISS3 G 6Mivn - NIMSH3 VA
% (OVIPPL962)
1] [g¢l 13 AH NS 'd¥ 96 g0 W 99EX<SJ<IEZE Sl NISET  OVPPLIG Ol NISE €%
w bpiisaasis 8_3cbéﬁam€. € 53 I ogs_‘duﬂﬂw coisc oy o e
¥ o pensy 1Fojoreg U1 20818 Uy Sy pep]  O%S VI odguany AWOH odnowd v awaoq

' OBSIASY

(owdenupuod) ¢ wpqu |,

Journal of Hepatology 2013 vol.58 | 1230-1243

1236



JOURNAL OF HEPATOLOGY

Both the HGMD nomenclature and the mutations as described in the original publications are listed. Previously, amino acid substitutions were described as 21 bases
shorter when numbering was based on the peptide post-translational modification.

Abbreviations: Clinical manifestations: AC, adrenal calcifications or enlargement; AD, abdominal distension; AP, abdominal pain; ATH, atherosclerosis; CA, cancer; CAD,
coronary artery disease; CF, chronic fatigue; D, diarrhea; ECC, ecchymoses; EV, esophageal varices; FTT, failure to thrive; GA, gonadal atrophy; GF, Growth failure (Ht/Wt
<5th centile); GI, gastrointestinal manifestations; GU, perforated gastric ulcer; HF, heart failure; HT, hypertension; I, icterus; SM, splenomegaly; X, xanthelomatous skin
lesions.

Liver and other tissue pathologies: BP, bowel pathology (bowel bx: mucosal edema, foamy macrophages); FC, foam cells; BMV, bone marrow vacuolization; BRC, birefringent
crystals/clefts (massive); C, cirrhosis, (micronodular cirrhosis); DH, diagnostic hepatopathology; DU, duodenal bx lipid, foam cells; F, fibrosis; G, intracytoplasmic glycogen;
kV, Kupffer cell vacuolization; HL, hepatocyte lipid deposition; HS, hepatic steatosis on ultrasound; HV, hepatocyte vacuolization; KL, Kupffer cell lipid deposition; MBL,
membrane bound lipid; ML, mesenteric lipodystrophy; MLD, metabolic liver disease; MVS, microvesicular steatosis; NB, no biopsy (or not reported); PBF, portal-to-portal
bridging fibrosis; PI, portal inflammation; TAO, trabecular architecture obliteration; VL, vacuolated lymphocytes, histiocytes.

Lab findings: 1Ib, type IIb hyperlipoproteinemia; A, anemia; ALF, abnormal liver function; HC, high cholesterol; HTG, hypertriglyceridemia; ET, elevated transaminases. n.r.,

not reported.
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Fig. 3. Dried blood spot LAL activity in affected homozygotes, heterozygotes,
and normal individuals. This assay is LAL specific, as it incorporates a specific
inhibitor, Lalistat 2, which reduces the activity of the other lipases. LAL activity in
140 normal controls, 11 LAL deficient patients and 15 carriers. Limit of
detection = 0.02 nmol/punch/h. From reference [109], with permission.

Deficient LAL activity

LAL activity was determined in cultured fibroblasts, peripheral
leukocytes and liver tissue using various lipase substrates that
were not specific for LAL, thereby precluding direct comparisons
of the residual LAL activities among patients. The enzyme activi-
ties reported in the 114 patients ranged from ‘undetectable’ to
16% of normal mean values, but were typically between <1%
and 10% of normal mean values for peripheral leukocytes or cul-
tured fibroblasts [13,29,53,62-64,108]. Due to assay variability,
the reported residual enzyme activity did not necessarily predict
disease severity. In contrast, the LAL activities in cultured fibro-
blasts or leukocytes from patients with the more severe LAL defi-
cient subtype, WD, had little, if any, detectable activity [3].
Recently, a LAL-specific assay was reported which determined
the LAL activity in dried blood spots (DBS) using 4-methylumbel-
liferyl-palmitate as the enzyme substrate, and the LAL-specific
inhibitor, lalistat 2. This assay resulted in good separation of
the activities for normal controls and CESD homozygotes and het-
erozgyotes [109] (Fig. 3).

LIPA gene mutations

To date, over 40 loss-of-function LIPA mutations have been iden-
tified in patients with CESD and WD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/
ac/index.php) (Fig. 2). Of the 19 known mutations causing WD,
most (37%) are small deletions/insertions, with 26% non-sense,
21% consensus splice-site mutations, 10% missense lesions, and
5% a large deletion. Of the 32 known CESD mutations, most

(50%) were missense, with 25% small deletions/insertions, 16%
non-sense, 6% consensus splice-site mutations, and 3% a large
deletion. The most common mutation, E8SJM ¢4 has been
found only in CESD patients and the two exon 8 splice-junction
variants, E8SJM*'** and E8SJM**¢T occurred only in WD
patients [3,36]. The common donor-splice-site mutation,
E8SJM'*A causes alternative splicing leading to the deletion
of exon 8, which encodes a mutant LAL enzyme with no activity,
as well as about 2% to 4% of normally spliced, wild-type mRNA
which encodes ~3-8% of normal LAL activity [8,24,37,48]. Non-
sense, small deletions/insertions, splicing, and missense muta-
tions were found in patients with both CESD and WD. However,
the most severe alterations that resulted in markedly reduced
or no LAL activity were detected in patients with WD, while LIPA
mutations that encoded mutant enzymes with residual activity
were found in patients with CESD [110]. Of note, G87V (also
described as G66V) is the LIPA founder mutation for WD among
individuals of Persian Jewish and Bukharin Jewish ancestry, with
an allele frequency of ~1 in 32 [88,111].

In vitro LIPA cDNA expression studies have assessed the resid-
ual LAL activity caused by various missense mutations [110].
These studies have shown that the missense mutations associ-
ated with little or no activity, particularly when homozygous,
caused WD. In contrast, missense mutations which encoded
residual enzyme activity (1-5%) in vitro were found in CESD
patients [36,110].

As noted above, most LAL assay methods use different sub-
strates and procedures, are not always LAL-specific, and there-
fore, are not comparable. For example, the CESD patient with
the highest reported LAL activity (16% of normal mean fibroblast
activity) had severe disease with onset at 6 months of life, hepatic
cirrhosis by 3 years, portal hypertension and esophageal varices
by seven years, and was liver transplanted at 13 years of age
[80,81,112].

Genotype/phenotype correlations

In general, the disease subtype (WD or CESD) and severity are pri-
marily based on the absence or amount of residual LAL activity
determined by the two LIPA mutant alleles. LIPA mutations in
patients with WD primarily result in little or no LAL activity, while
patients with CESD have at least one mutation that results in some
residual enzyme activity. If a patient has the common E8SJM~1¢>A
allele, or a missense mutation that encodes significant residual
enzyme activity, the patient will be protected from having WD
and will have CESD, no matter how severe the other allelic mutation.
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1 As mutacBes sdo apresentadas tanto na nomenclatura HGMD (base de dados de mutagdes em genes humanos), como na nomenclatura utilizada nas publicagdes originais. Anteriormente
as substituicdes de aminoacidos foram descritas como tendo 21 aminoacidos a menos quando a numeragéo foi baseada na modificacdo pés-traducional do péptido.

Abreviaturas: Manifestagdes clinicas: AC, calcificagdo das suprarrenais ou aumento; AD, distensdo abdominal; AFIB, fibrilagdo auricular; AP, dor abdominal; ATH, aterosclerose; CA,
cancro; CAD, doenca arterial coronéria; CF, fadiga crénica; D, diarreia; ECC, equimoses; EV, varizes esofégicas; FTT, ma evolucdo ponderal; GA, atrofia gonadal; GF, deficiéncias de
crescimento (altura/peso < percentil 5); GI, manifestacdes gastrointestinais; GU, Ulcera gastrica perfurada; HF, insuficiéncia cardiaca; HTN, hipertensdo; I, ictericia; SM, esplenomegalia;
X, lesOes cutaneas xantomatosas.

Figado e outras patologias dos tecidos: BP, patologia dos intestinos (bx intestinal: edema da mucosa, macréfagos espumosos ); FC, células espumosas; BMV, vacuolizagdo da medula dssea;
BRC, cristais birrefringentes/fendas (massivos); C, cirrose, (cirrose micronodular); DH, diagnéstico de hepatopatologia; DU, bx duodenal lipido, células espumosas; F, fibrose; G, glicogénio
intracitoplasmatico; kV, vacuolizacdo das células de Kupffer; HL, deposicéo de lipidos nos hepatdcitos; HS, esteatose hepética em ultrassonografia; HV, vacuolizagéo dos hepatécitos; KL,
deposicdo de lipidos nas células de Kupffer; MBL, lipido ligado a membrana; ML, lipodistrofia mesentérica; MLD, doenca hepética metabdlica; MVS, esteatose microvesicular; NB, sem
bidpsia (ou ndo relatada); PBF, fibrose porto-portal; PI, inflamacdo portal; TAO, obliteragdo da arquitetura trabecular; VL, linfécitos vacuolados, histidcitos.

Resultados laboratoriais: I1b, hiperlipoproteinemia tipo I1b; A, anemia; ALF, fungéo hepatica anormal; HC, colesterol alto; HTG, hipertrigliceridemia; ET, transaminases elevadas. n.r., ndo

relatado.
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Fig. 3. Teste da gota seca (dried blood spot testing) da atividade da LAL em
homozigéticos, heterozigdticos e em individuos normais. Esta anlise é especifica da LAL,
pois incorpora um inibidor especifico, o lalistat 2, que reduz a atividade de outras lipases.
Atividade da LAL em 140 controlos normais, em 11 doentes com deficiéncia da LAL e 15
portadores. Limite de detegéo = 0.02 nmol/punch/h. Da referéncia [109], com permisséo.

Atividade deficiente da LAL

A atividade da LAL foi determinada em fibroblastos cultivados, em leucécitos
periféricos e no tecido hepatico utilizando varios substratos de lipase ndo
especificos para a LAL, excluindo-se assim comparagdes diretas das atividades
residuais da LAL entre os doentes. As atividades enzimaticas encontradas em
114 doentes variaram de “indetetavel” a 16% da média dos valores dos
controlos, encontrando-se usualmente entre os <1% e os 10 % da média dos
valores dos controlos para leucdcitos periféricos ou fibroblastos cultivados
[13,29,53,62-64,108]. Devido a variabilidade dos ensaios, a atividade
enzimatica residual ndo se correlaciona necessariamente com a gravidade da
doenca. Por outro lado, as atividades da LAL em fibroblastos cultivados ou em
leucéceitos de doentes com um subtipo de deficiéncia da LAL mais grave, a DW,
apresentaram pouca, se alguma, atividade detetdvel [3]. Foi relatada
recentemente uma analise especifica para a LAL que determinou a sua atividade
em amostras de sangue seco (DBS) utilizando 4-metilumbeliferona palmitato
como substrato enzimatico e o inibidor especifico para a LAL, lalistat 2. Esta
analise resultou numa boa separacdo das atividades para controlos normais e
para homozigéticos e heterozigéticos da DDEC [109] (Fig. 3).

Mutagdes no gene LIPA

Até a data foram identificadas mais de 40 mutaces com perda de funcdo no
gene LIPA em doentes com DDEC e com DW (http://www.hgmd.cf.ac.uk/
ac/index.php) (Fig. 2). Das 19 mutagdes conhecidas por causarem a DW a
maioria (37%) sdo pequenas delecOes/insercdes, 26% sdo do tipo non-sense,
21% sdo mutacdes em sequéncias consenso splicing, 10% séo lesdes do tipo
missense e 5% séo causadas por uma grande delecéo. J& no que concerne as 32
mutagdes conhecidas da DDEC a maioria (50%) sdo do tipo missense, 25% sdo

deleges/insergdes, 16% sdo do tipo non-sense, 6% sdo mutagdes em sitio de
junc@o e 3% sdo causadas por uma grande delegéo.

Quanto & mutagio mais comum, E8SIM-®>A esta encontra-se apenas em
doentes com DDEC e as duas variantes no exdo 8 na jungédo intrdo-exao,
E8SIM*1C>A ¢ a E8SIMT, surgiram apenas em doentes com DW [3,36]. A
mutagdo comum em sitio dador E8SIM?®*A causa splicing alternativo
conduzindo a delecéo do exdo 8, que codifica uma enzima LAL mutante sem
atividade bem como 2% a 4% do mRNA wild-type normalmente processado,
que codifica ~3-8% da atividade normal da LAL [8,24,37,48]. Foram
encontradas mutages dos tipos non-sense, pequenas delegdes/insergdes,
splicing e missense em doentes com DDEC e com DW. Contudo, as altera¢des
mais graves que resultaram na redugdo acentuada ou na auséncia da atividade
da LAL foram detetadas em doentes com DW, ao passo que as mutacdes no
gene LIPA que codificam enzimas mutantes com atividade residual foram
encontradas em doentes com DDEC [110]. Sendo importante salientar que a
G87V (também descrita como G66V) é a mutacdo fundadora da DW entre
individuos com ascendéncia judaico-persa e Bukharin-judaica, com uma
frequéncia alélica de ~1 em 32 [88,111].

Estudos de expressdo do cDNA LIPA in vitro avaliaram a atividade residual
da LAL causada por varias mutagBes missense [110]. Estes estudos
demonstraram que as mutacdes do tipo missense quando associadas com pouca
ou nenhuma atividade, particularmente quando em homozigotia causam DW.
Contrariamente, mutacdes do tipo missense que codificam uma enzima com
atividade enzimatica residual (1-5%) in vitro, foram encontradas em doentes
com DDEC [36, 110].

Como mencionado anteriormente os métodos de ensaio da LAL usam
substratos e procedimentos diferentes, que nem sempre sdo especificos para a
LAL, e que, por conseguinte, ndo sdo comparaveis. Por exemplo, o doente com
DDEC com a maior atividade enzimatica da LAL relatada (16 % da atividade
normal média em fibroblastos) apresentava uma forma grave da doenga com
inicio aos seis meses de vida, com cirrose hepéatica aos trés anos de idade, com
hipertenséo portal e varizes esofagicas aos sete e foi alvo de transplante hepatico
aos 13 anos [80,81,112].

Correlagdes genétipo-fenétipo

Geralmente o subtipo da doenca (DW ou DDEC) e a sua gravidade séo baseados
principalmente na auséncia ou nos niveis de atividade residual da LAL
determinada por dois alelos mutantes no gene LIPA. As mutagdes no gene LIPA
em doentes com DW resultam principalmente em pouca ou nenhuma atividade
da LAL, enquanto que os doentes com DDEC apresentam pelo menos uma
mutagéo que resulta em alguma atividade enzimatica residual. Caso um doente
possua o alelo comum E8SIM™®>A ou uma mutagio do tipo missense que
codifique atividade enziméatica residual significativa, este encontra-se protegido
da DW e possuira DDEC independentemente da gravidade da mutagao presente
no outro alelo.
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Among CESD patients, who have some residual LAL activity,
the clinical spectrum varies from early onset, rapidly progressive
disease, to a later-diagnosed, more attenuated phenotype. The
CESD severity should reflect the LIPA genotype, and the total
residual activity encoded by both alleles. The residual enzymatic
activity will correlate with the disease subtype, age at clinical
onset, and rate of disease progression. The common E8SJM~1¢>A
and missense mutations, which predict residual LAL activity,
were the most frequent among the genotyped CESD patients.

Of the 135 reported patients, LIPA mutations were identified
in 55 patients, including four for whom only one mutation was
detected, but whose diagnoses were based on LAL deficiency
and/or CE crystals in the liver biopsies. Among these 55 patients,
31 LIPA mutations were identified including 17 missense, 3 non-
sense, one small insertion, one complex small insertion/deletion,
one double mutation (2 mutations on the same allele), five small
deletions, one large gene deletion spanning four exons, and two
consensus splice site mutations, including an intronic splice-site
mutation resulting in a deletion of 48 base pairs (exon 7), as well
as the common E8SJM~'®A mutation (Fig. 2, in bold). Six muta-
tions, H295Y, G342R, L200P, R44X, G87V, and ESSJM~'¢*A have
been identified in at least two or more unrelated kindred, and
the L179P, 195X (¢.673_675delC), and G87V mutations have been
identified in both CESD and WD patients [56,88,111,132]. Among
the 106 LIPA mutations detected in these 55 patients, the com-
mon ES8SJM~1¢”A allele was present in 61% of mutant alleles,
which included 17 patients who were E8SJM~1¢>* homozygotes.
One additional patient was inferred to be an E8SJ]M~'%*A homozy-
gote based on molecular testing of the proband’s three children
[47].

To date, there has been no genotype/phenotype correlations
reported for CESD. Such correlations have been limited by the fact
that there are few affected sibs or unrelated affected individuals
with the same genotypes for clinical comparison (Table 3). The
limitations of genotype/phenotype correlations are further high-
lighted by the diversity among the18 E8SJM~'“>A homozygotes.
This is the largest group of reported CESD patients with the same
genotype. Almost all E8S]M~'>A homozygotes had onset in the
first years of life, followed by progression of their liver disease
into adult life. Of the 15 E8SJM~'“"* homozygotes whose ages
of onset were reported, 13 were diagnosed in the first year of life
to 6 years of age, and two cases were diagnosed at ages 8 and
13 years. One additional female inferred to be homozygous,
based on her children’s genotypes, who was first diagnosed at
53 years of age had a fatal myocardial infarction at 58 years
[47]. Liver disease findings among the reported E8SJM~'¢#
homozygotes ranged from microvesicular steatosis to fibrosis,
and fibrosis with septal bridging, indicative of cirrhosis. Extrahe-
patic involvement among E8SJM~'%A homozygotes included gas-
trointestinal lipid accumulation, severe, acute and chronic
diarrhea, malabsorption, abdominal pain, perforated gastric ulcer,
weight and height below the 5th percentile, anemia, frequent
hospitalizations for respiratory infections, coronary artery dis-
ease including atherosclerosis, heart failure, aortic calcifications,
myocardial infarction, and stroke. While disease progression in
some patients was rapid, in others the progression was slow,
although ultimately leading to hepatic fibrosis and complications
of atherosclerosis [29,113].

Several patients were compound heterozygotes for the H129P
(histidine to proline) missense mutation (which in vitro had 4.6%
of normal enzyme activity) and the common E8SJM~1¢> allele

(genotype H129P/ESSJM~'®*A). Three siblings with the
E8SJIM~'¢>AJH129P genotype were diagnosed as adults (32, 44,
and <52 years) [26]. All three had significant liver disease includ-
ing cirrhosis and esophageal varices, and one died of liver failure
at 56 years of age [26]. Since the publication, a second sibling
passed away, and the third received a liver transplant (personal
communication, Dr. C. Gasche, [26]). In contrast, a patient with
compound heterozygosity for H129R (histidine to arginine) and
a gene deletion, had onset at 18 months of age [57]. After publi-
cation, this patient also developed liver failure and received a
liver transplant at 9 years of age, four years after the case report
was published (personal communication Dr. V. McLin). These
patients illustrate the importance of both alleles and the protein
conformational alteration by the amino acid substitution in pre-
dicting patient’s severity. Of note, the CESD patients with the
T2881/T288lI (in vivo the T288I protein had 3.6% of normal activ-
ity), and G342R/S289C genotypes both had a WD-like presenta-
tion, including infantile-onset, diarrhea, adrenal calcifications
and failure to thrive. However, they had sufficient residual LAL
activity to survive into the second or third decades of life, after
liver transplantation. The patient homozygous for T288I was liver
transplanted at 7 years of age [88,90]. The patient with the
G342R/S289C genotype survived to age 18 years, when liver fail-
ure led to liver transplantation, and subsequent demise (Table 3:
patient 54) [92]. The patients homozygous for H295Y (which had
2.9% of normal activity) also had infantile-onset CESD, requiring
liver transplantation at age 11 years, and two unrelated patients
with  an  ESSJM~'®A/c323T>A and ESSJM'®*A/S344L
(c.967delAG >fs—338X) genotype, both had infantile-onset dis-
ease, but survived into their 30s at last follow-up [38,47,114].
These patients illustrate the early onset of disease manifestations,
which may rapidly progress in childhood or adolescence, or more
slowly progress into adulthood when liver failure leads to trans-
plantation or death.

Treatment
Cholesterol reduction strategies

Only 35 (26%) of the reported patients were treated with HMG-
CoA reductase inhibitors for  hyperlipidemia [13-
15,26,28,29,38,47,65-67,79,84,95,96,107,115-121]. The first use
of statins to control the cholesterol synthesis abnormalities in
CESD was in a 9-year old girl with hepatomegaly, markedly ele-
vated serum total and LDL-cholesterol and decreased HDL-cho-
lesterol levels with massive CE accumulation, fibrosis, and
cirrhosis on liver biopsy [107]. After 8 months of treatment with
5 mg/d of lovastatin, her dose was increased to 20 mg/d and the
patient’s plasma triglycerides, cholesterol and LDL-cholesterol
decreased, although the HDL-cholesterol level was not signifi-
cantly increased. Since her liver and spleen volumes were
unchanged from baseline, the authors hypothesized that hepatic
CE production was increased in response to ApoB flux-mediated
LDL receptor upregulation [107]. This hypothesis was subse-
quently supported by two later case reports that documented
favorable responses to simvastatin (0.28 mg/kg) and cholestyr-
amine after two years of treatment, which resulted in significant
reductions in serum LDL-cholesterol, triglycerides and increased
HDL-cholesterol concentrations, with decreased liver volume,
and no changes in the transaminase levels, splenomegaly or adre-
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Entre os doentes com DDEC que apresentam alguma atividade residual da
LAL, o espetro clinico varia desde o inicio precoce com progresséo rapida da
doenga, a um diagnostico mais tardio caraterizado por um fenétipo mais
atenuado. A gravidade da DDEC devera refletir o genétipo do LIPA e a
atividade residual total codificada por ambos os alelos. A atividade enzimatica
residual sera correlacionada com o subtipo da doenga, idade de inicio e com o
ritmo de progressdo da mesma. A mutagio comum E8SIM®>A e as mutagBes
do tipo missense, cuja presenga se prevé originar a atividade residual da LAL
foram as mais frequentes entre os doentes genotipados com DDEC. Dos 135
doentes relatados foram identificadas mutacdes no gene LIPA em 55 doentes,
incluindo quatro nos quais foi detetada apenas uma mutacdo, mas cujos
diagnésticos foram baseados na deficiéncia da LAL e/ou nos cristais de EC
presentes nas bidpsias hepaticas. Foram identificadas nestes 55 doentes 31
mutacdes no gene LIPA, incluindo 17 do tipo missense, trés do tipo non-sense,
uma pequena insercdo, uma pequena insercao/dele¢do complexa, uma mutagdo
dupla (duas mutagdes no mesmo alelo), cinco delegdes pequenas , uma grande
delecdo estendendo-se por 4 exdes e duas mutagdes em sequéncias consenso
splicing, incluindo uma mutagéo intrénica num local de splicing que resulta na
delegio de 48 pares de bases (exdo 7) e na mutagio comum E8SIM-1®>A (Fig.
2, anegrito). Seis mutagdes H295Y, G342R, L200P, R44X, G87V, e a EBSIM"
16>A foram identificadas em pelo menos duas ou mais familias nio relacionadas,
sendo que as mutagdes L179P, 195X (c.673_675delC) e a G87V foram
identificadas em doentes com DDEC e com DW [56,88,111,132]. Entre as 106
mutacOes detetadas no gene LIPA nestes 55 doentes, o alelo comum E8SIM-
1G>A encontrava-se presente em 61% dos alelos mutantes, incluindo 17 doentes
que eram homozigéticos para a E8SIM™C>A, Adicionalmente, deduziu-se que
um outro doente fosse homozigGtico para a E8SIMS>A ao ter como base a
analise molecular dos trés filhos do probando [47].

Até a data ndo foram relatadas correlagdes genétipo-fenétipo para a DDEC.
Sendo estas correlagOes limitadas pelo facto de que existem poucos irmaos
afetados ou individuos afetados ndo relacionados com os mesmos gendtipos
para ser realizada uma comparacdo clinica (Tabela 3). Estas limitagdes
referentes as correlagdes genotipo-fenétipo tornaram-se ainda mais evidentes
dada a diversidade encontrada entre os 18 homozigéticos para a E§SIM16>A,
Sendo este o maior grupo relatado de doentes com DDEC com 0 mesmo
genGtipo. Praticamente em todos os homozigdticos para a ESSIM1¢A o inicio
da doenga deu-se nos primeiros anos de vida, seguido de progressao da doenca
hepética até & idade adulta. Dos 15 homozigGticos para a E8SIM™®>A cujas
idades de inicio da doenca foram relatadas, 13 foram diagnosticados entre o
primeiro ano de vida ou até aos seis anos, e em dois casos foram diagnosticados
aos oito e aos 13 anos. Adicionalmente deduziu-se que uma mulher fosse
homozigética ao ter como base os genétipos dos seus filhos, tendo sido a
mesma primeiramente diagnosticada aos 53 anos e sofrido de um enfarte do
miocardio fatal aos 58 anos [47]. As observagdes da doenca hepatica entre os
homozigGticos relatados para a E8SIM-®*A variaram entre a esteatose
microvesicular a fibrose incluindo a fibrose porto-portal indicativa de cirrose.
O envolvimento extra-hepatico entre os homozigéticos para a E8SIM¢>A
incluiu a acumulacdo gastrointestinal de lipidos, a diarreia grave, aguda e
crénica, a ma absorgdo, a dor abdominal, a Ulcera gastrica perfurada, o peso e
altura abaixo do percentil 5, a anemia, internamentos frequentes devidos a
infecdes respiratorias, a doenca arterial coronaria incluindo a aterosclerose, a
insuficiéncia cardiaca, calcificagdes aorticas, o enfarte do miocardio e 0 AVC.
Ao passo que a progressdo da doenca foi para alguns doentes rapida, noutros
esta foi lenta embora tenha em Ultima instancia conduzido a fibrose hepéatica e
a complicagBes de aterosclerose [29 ,113].

Muitos dos doentes eram heterozigdticos compostos para a mutagéo do tipo
missense (histidina para prolina) H129P (que in vitro apresentou 4,6% da
atividade enzimatica normal) e para o alelo comum E8SIM-®>A (gendtipo
H129P/E8SIM1C>A),

Trés irmdos com o gendtipo E8SIMC>A/H129P foram diagnosticados ja
adultos (32, 44 e <52 anos) [26]. Estes trés apresentaram doenca hepatica
acentuada incluindo cirrose e varizes esofagicas e um morreu devido a
insuficiéncia hepatica aos 56 anos de idade [26]. Desde a publicacdo um
segundo irmdo também morreu e o terceiro foi alvo de transplante hepéatico
(comunicacdo pessoal, Dr. C. Gasche, [26]). Pelo contrario, um doente com
heterozigotia composta para a H129R (histidina para arginina) e para uma
delecgéo do gene, tinha 18 meses quando surgiu a doenca [57]. Apés a publicagéo
este doente também desenvolveu insuficiéncia hepética e foi alvo de transplante
hepatico aos nove anos, quatro anos depois de o estudo de caso ter sido
publicado (comunicacdo pessoal Dra. V. McLin). Estes doentes ilustram a
importancia de ambos os alelos e da alteracdo conformacional da proteina
causada pela substituicdo de aminoacidos no prognéstico da gravidade da
doenga num dado doente. Revela-se importante salientar que os doentes com
DDEC com a T2881/T288I (a proteina T288I in vivo, apresentava 3,6% da
atividade normal) e com os gendtipos G342R/S289C apresentaram uma
manifestacdo semelhante a da DW, que incluiu o inicio na infancia, diarreia,
calcificacOes suprarrenais e a mé evolugdo ponderal. Contudo, estes doentes
possuiam atividade residual da LAL suficiente para sobreviverem até a segunda
ou terceira década de vida apés a realizacdo do transplante hepatico. O doente
homozigético para a T288I foi alvo de transplante hepatico aos sete anos
[88,90]. O doente com o gendtipo G342R/S289C sobreviveu até aos 18 anos
quando a insuficiéncia hepatica levou a um transplante hepatico e subsequente
morte (Tabela 3: doente 54) [92]. Os pacientes homozigéticos para a H295Y
(com 2,9% da atividade normal) também apresentaram inicio da doenga na
infancia necessitando de um transplante hepético aos 11 anos e dois doentes ndo
relacionados com os gendtipos E8SIMC>A/c.323T>A e E8SIM1C>A/S344L
(c.967delAG >fs—338X) apresentaram também inicio da doenga na infancia
mas sobreviveram até aos trintas de acordo com o Ultimo acompanhamento
[38,47,114]. Estes doentes demonstram que o inicio precoce das manifestacdes
desta doenga pode progredir rapidamente na infancia ou na adolescéncia, ou que
pode progredir mais lentamente até a idade adulta conduzindo a insuficiéncia
hepética, e, por sua vez, ao transplante ou & morte.

Tratamento
Estratégias de reducéo de colesterol

Apenas 35 (26%) dos doentes relatados foram tratados com inibidores da HMG-
CoA redutase para a hiperlipidemia [13-15, 26, 28, 29, 38, 47, 65-67, 79, 84,
95, 96, 107, 115-121]. O primeiro uso das estatinas para controlo das alteracdes
na sintese do colesterol na DDEC foi relatado numa menina de nove anos com
hepatomegalia, com niveis de colesterol sérico total e LDL significativamente
elevados e de HDL reduzidos com acumulacdo massiva de EC, com fibrose, e,
com cirrose na biopsia hepatica [107]. Apds oito meses de tratamento com 5
mg/d de lovastatina a sua dosagem foi aumentada para 20 mg/d tendo reduzido
os triglicéridos plasmaticos, o colesterol e o colesterol LDL, embora os niveis
de colesterol HDL ndo tenham aumentado significativamente. Dado que os
volumes do figado e do bago desta doente nédo sofreram alteragdes desde a base
de referéncia, os autores colocaram a hipétese de que a producéo hepéatica dos
EC possa ter aumentado em resposta ao aumento da expressao do recetor de
LDL com fluxo mediado pela ApoB [107]. Sendo esta hipétese apoiada
subsequentemente por dois estudos de casos posteriores que documentaram
respostas favoraveis a sinvastatina (0,28 mg/kg) e a colestiramina apds dois anos
de tratamento que resultou em reducdes significantes do colesterol LDL sérico
e triglicéridos e num aumento das concentraces de colesterol HDL com
diminuigéo do volume do figado e sem alteragdes nos niveis das transaminases,
da esplenomegalia ou das calcificagdes das suprarrenais.
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nal calcifications. After 3 years of treatment, a liver biopsy
revealed increased fibrosis with ensuing portal hypertension,
and after five years of treatment, the liver disease progression
necessitated liver transplantation [84,115].

Of the 35 patients taking statins, eight had no liver biopsy
findings reported, 15 had biopsy findings with fibrosis, cirrhosis
or CESD-associated hepatopathology, but no long-term or
sequential follow-up data reported [18,29,47,53,60,65-67,89-
91,95,96,117,118,120-122]. The 12 remaining patients on
HMG-CoA reductase inhibitors had multiple liver biopsies, pro-
viding longitudinal data. There were no cases whose liver histol-
ogy improved, and all 12 patients had progressive liver disease
that was more advanced in subsequent biopsies, demonstrating
the progressive nature of liver disease in CESD. In fact, six
patients treated with HMG-CoA reductase inhibitors required
transplantation or died from liver failure
[15,26,28,38,47,48,62,79,84,115,116,119,123] (personal commu-
nication, Dr. C. Gasche, Dr. V. McLin). These findings emphasize
the lack of efficacy of statins in ameliorating liver disease or pre-
venting its progression.

Liver transplantation

Liver transplantation was reported in nine patients who were five
to 14 years of age at transplantation [81,83-85,88,114,124,125].
At least three additional patients developed liver failure requiring
transplantation after the publication of their case reports, two of
whom subsequently died (Dr. C. Gasche, personal communication
[26]; Table 3: patients 36, 50, and 54). There is limited informa-
tion on the long-term follow-up for the majority of transplanted
patients, with several exceptions [80,81,83,112,126,127]. Six
liver-transplanted patients were followed from 10 months to
three years, reportedly without complications, despite one case
who had hepatocellular carcinoma that was found incidentally
in the removed liver. An additional patient who was transplanted
at five years of age had hyperbilirubinemia and elevated trans-
aminases suggestive of transplant rejection, and developed pro-
gressive, congestive heart failure [126]. Only two transplanted
patients had documented follow-up for over five years. One,
transplanted at 14 years of age, had a subsequent biliary infection
and obstruction requiring surgery. She developed end-stage renal
failure seven years post-transplant due to glomerular sclerosis
and atherosclerosis with extensive vascular lipid accumulation
and tubular atrophy, as well as interstitial fibrosis, and required
chronic hemodialysis by 21 years of age. The lipid deposition in
the renal vascular system raised concern that the transplant
may have ameliorated only the liver disease, but not the systemic
lysosomal CE accumulation. The second patient for whom long-
term follow-up was reported had no renal involvement six years
after transplant [80,81,112].

Enzyme replacement therapy

ERT in CESD was first performed in cultured CESD fibroblasts using
a Pseudomonas-derived LAL (which was cross-linked to albumin
and/or conjugated to insulin or ApoB) [41]. These enzyme prepara-
tions were incubated in the media of the cultured CESD fibroblasts,
were taken up, and the intracellular enzyme degraded lysosomal-
ly-accumulated CEs. Subsequent efforts to develop ERT awaited
the generation and/or characterization of murine CESD models
and the purification of LAL from various sources.

JOURNAL OF HEPATOLOGY

Preclinical studies of ERT have been conducted in naturally-
occurring rats and in knockout mice with LAL deficiency
[128,129]. Rats with autosomal recessive LAL deficiency were
identified by Yoshida and Kuriyama in 1990 [128]. These rats
had ~19% of wild-type hepatic LAL activity. Clinically, the rats
have hepatosplenomegaly, enlarged lymph nodes, and thickened,
dilated intestines. They have been characterized pathologically
and biochemically, and were found to closely mimic the liver dis-
ease pathology in humans, having microvesicular steatosis of the
hepatocytes and Kupffer cells, which progressed to fibrosis and
micronodular cirrhosis. They do not have adrenal calcifications.
More recently, a LIPA knockout mouse model was generated by
recombinant DNA techniques and characterized [122]. The mice
had no LAL enzyme activity or protein, and had massive hepatic
accumulation of CEs and triglycerides. In addition, the mice
developed the typical CESD hepatic, adrenal, and intestinal
pathology (i.e., hepatocyte, Kupffer cell, and other macrophage
and adrenocortical storage), survived to adulthood, and produced
progeny. These mice were used to evaluate ERT [42-44] and ade-
novirus-mediated gene therapy [130].

Preclinical trials of ERT were evaluated in the LIPA knockout
mice [42-44]. These studies evaluated the effectiveness of human
recombinant LAL expressed in Pichia pastoris [42], Chinese hamster
ovary (CHO); [43], or in Nicotiana benthamiana (tobacco) cells [44].
Expression in yeast resulted in a recombinant human LAL (rhLAL)
with primarily mannose-terminated oligosaccharide chains, while
expression in CHO cells produced a human LAL with both man-
nose- and mannose-6-phosphate-terminated oligosaccharides
[42-44]. Ten intraperitoneal doses of each enzyme over 30 days
were administered. The mannose-terminated Pichia pastoris rhLAL
was delivered via the mannose-receptor to macrophages and mac-
rophage-derived cells in various organs. The CHO cell-produced
rhLAL had mannose-6-phophate terminated oligosaccharides and
cleared both hepatocytes, Kupffer cells,and macrophage-delivered
cells. The plant-derived rhLAL had mannose-receptor-dependent
uptake and, following 10 intravenous injections (every 3 days),
resulted in decreased hepatic CE and triglyceride concentrations,
and diminished foamy macrophages in the liver, spleen, and intes-
tinal villi [44]. When each enzyme was administered to double
knockout mice for LIPA and the macrophage mannose-receptor,
only the CHO-derived enzyme cleared both hepatocyte and macro-
phage cell lipid accumulations [43].

These preclinical studies provided the rationale for clinical tri-
als of ERT in WD and CESD with rhLAL produced in egg whites
[45]. A phase 1/2 randomized, double-blind, placebo-controlled,
open label, dose-escalation study was performed with rhLAL that
had both mannose- and mannose-6-phosphate oligosaccharides.
Three doses were evaluated (0.35, 1.0, and 3.0 mg/kg) weekly
for four weeks in CESD patients, followed by an extension study
with all participants receiving 1 mg/kg every other week. These
studies demonstrated the safety of the egg-white-derived rhLAL,
reduced the serum transaminase activities, and resulted in serum
LDL-cholesterol elevations evidencing the release of free choles-
terol from the accumulated CEs in lysosomes [45].

Disease management

Based on the clinical, pathological, and biochemical studies of the
patients reported in the literature, the following evaluations are
suggested to monitor disease progression. Annual laboratory
tests should include liver function tests (AST, ALT, prothrombin
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Apbs trés anos de tratamento a bidpsia hepatica revelou aumento da fibrose
com subsequente hipertensdo portal e apds cinco anos de tratamento dada a
progressdo da doenca hepatica foi necessaria a realizagdo do transplante
hepético [84 ,115]. Dos 35 doentes a tomar estatinas, em relagdo a oito néo
eram relatados resultados da bi6psia hepética, 15 apresentavam resultados de
bidpsia com fibrose, cirrose ou hepatopatologia associada 8 DDEC, néo tendo
sido relatado o acompanhamento sequencial ou a longo prazo [18, 29, 47, 53,
60, 65-67, 89-91, 95, 96, 117, 118, 120-122]. Os restantes 12 doentes a
inibidores da HMG-CoA redutase tinham realizado mdltiplas bidpsias
hepéticas, providenciando dados longitudinais. N&o existiram casos em que a
histologia hepética tivesse melhorias e todos os 12 doentes apresentaram
doenga hepética progressiva mais avancada em bidpsias subsequentes,
demonstrando-se a natureza progressiva da doenca hepatica na DDEC. Com
efeito, foram seis os doentes tratados com inibidores da HMG-CoA redutase
que necessitaram de transplante ou morreram de insuficiéncia hepética [15, 26,
28, 38, 47, 48, 62, 79, 84, 115, 116, 119, 123] (comunicacédo pessoal, Dr. C.
Gasche, Dra. V. McLin). Estas observagdes salientaram a falta de eficécia das
estatinas na melhoria da doenca hepatica ou na prevencéo da sua progressao.

Transplante hepatico

A idade de realizagao do transplante hepatico foi relatada em nove doentes dos
cinco aos 14 anos [81 ,83 — 85,88 ,114 ,124 ,125]. Adicionalmente foram pelo
menos mais trés os doentes que desenvolveram insuficiéncia hepatica apés a
publicagdo dos seus estudos de casos, dois dos quais posteriormente morreram
(Dr. C. Gasche, comunicacéo pessoal [26]; Tabela 3: doentes 36, 50, e 54).
Havendo uma limitagdo da informagéo referente ao acompanhamento a longo
prazo dos doentes transplantados, com algumas excecoes [80, 81, 83, 112, 126,
127]. Foram seguidos seis doentes alvo de transplante hepatico entre 10 meses
a trés anos, sem complicacdes registadas, excluindo-se o caso de um doente
que apresentou carcinoma hepatocelular encontrado incidentalmente no figado
removido. Um outro doente que fora transplantado aos cinco anos apresentou
hiperbilirrubinemia e transaminases elevadas sugestivas da rejeicdo do
transplante, tendo desenvolvido progressivamente insuficiéncia cardiaca
congestiva [126]. Apenas dois doentes transplantados foram acompanhados
durante mais de cinco anos. Uma das doentes que fora transplantada aos 14
anos apresentou subsequentemente infecdo e obstrucdo biliar necessitando de
cirurgia. A mesma desenvolveu insuficiéncia renal terminal sete anos ap6s o
transplante devido a glomeruloesclerose e aterosclerose com elevada
acumulacdo vascular de lipidos e atrofia tubular, bem como fibrose intersticial
necessitando de hemodialise crénica aos 21 anos de idade. A deposigao lipidica
no sistema vascular renal suscitou a preocupacéo de que o transplante tenha
apenas melhorado a doenca hepética, mas ndo a acumulagdo sistémica
lisossomal de EC. O segundo doente para o qual o acompanhamento a longo
prazo foi relatado ndo apresentou envolvimento renal seis anos apds o
transplante [80, 81, 112].

Terapia de substituicdo enzimatica

A TSE foi primeiramente realizada em fibroblastos cultivados da DDEC
usando LAL derivada de pseudomonas (em ligagdo cruzada com albumina e/ou
conjugada com insulina ou ApoB) [41]. Estas preparacdes enzimaticas foram
incubadas no meio de culturas de fibroblastos da DDEC, foram internalizadas,
e a enzima intracelular degradou os EC acumulados nos lisossomas. As
tentativas subsequentes para o desenvolvimento da TSE aguardaram pela
geragdo e/ou caracterizacdo dos modelos murinos da DDEC, bem como pela
purificacdo da LAL a partir de varias fontes.

JOURNAL OF HEPATOLOGY

Os estudos pré-clinicos da TSE foram realizados em ratos em que a doenca
ocorre espontaneamente e em ratos knockout com deficiéncia da LAL [128,
129]. Os ratos com deficiéncia da LAL autossomica recessiva foram
identificados por Yoshida e Kuriyama em 1990 [128]. Estes ratos apresentavam
~19% da atividade da LAL wild-type no figado. Clinicamente, estes ratos
manifestaram hepatoesplenomegalia, aumento dos ganglios linfaticos e
intestinos mais grossos e dilatados. Estes ratos foram caraterizados a nivel
patoldgico e bioquimico constatando-se que reproduzem de forma semelhante
a patologia da doenga hepética presente nos humanos, manifestando estes
esteatose microvesicular dos hepatocitos e células de Kupffer, que
progrediu para a fibrose e para a cirrose micronodular. Ndo apresentaram
calcificacdes suprarrenais. Mais recentemente um modelo murino LIPA
knockout foi gerado por técnicas recombinantes de DNA e caraterizado [122 ].
Os ratos ndo apresentavam atividade enzimatica da LAL ou proteina e
apresentavam acumulagdo hepatica massiva de EC e de triglicéridos.
Adicionalmente os ratos desenvolveram a patologia hepatica, suprarrenal e
intestinal comum da DDEC (i.e. hepatécitos, células de Kupffer e outros
macro6fagos e acumulacéo adrenocortical), sobreviveram até a idade adulta e
produziram descendéncia. Estes ratos foram usados para avaliar a TSE [42-44]
e a terapia génica mediada por adenovirus [130].

Os ensaios pré-clinicos da TSE foram avaliados nos ratos knockout para o
gene LIPA [42-44]. Estes estudos avaliaram a eficacia da LAL humana
recombinante em células de Pichia pastoris [42], de ovario de hamster chinés
(CHO); [43] ou em células de Nicotiana benthamiana (tabaco) [44]. A
expresséo na levedura resultou numa LAL humana recombinante (rhLAL) com
cadeias oligossacarideas terminadas principalmente em manose, ao passo que
a expressao nas células CHO produziu uma LAL humana com oligossacarideos
terminados em manose e manose-6-fosfato [42-44]. Foram administradas 10
doses de cada enzima por via intraperitoneal ao longo de 30 dias. A rhLAL da
Pichia pastoris terminada em manose foi entregue via recetor de manose a
macréfagos e a células derivadas de macréfagos em varios 6rgdos. A rhLAL
produzida nas células CHO tinha oligossacarideos terminados em manose-6-
fosfato e desobstruiu os hepatécitos, as células de Kupffer e as células
derivadas de macréfagos. Quanto a rhLAL derivada da planta do tabaco esta
teve captagdo dependente do recetor de manose, e, apés 10 injegdes por via
intravenosa (a cada trés dias), resultou na diminuicdo hepética dos EC e das
concentragdes de triglicéridos, diminuindo também os macréfagos espumosos
no figado, bago e nas vilosidades intestinais [44]. Quando cada enzima foi
administrada a ratos duplo knockout para o gene LIPA e para o recetor da
manose em macrofagos, apenas a enzima derivada do CHO eliminou as
acumulacdes lipidicas nos hepatécitos e nos macréfagos [43].

Estes estudos pré-clinicos providenciaram a fundamentagéo para os ensaios
clinicos da TSE na DW e na DDEC onde a rhLAL foi produzida em claras de
ovo [45]. Um estudo de fase I/Il, randomizado, duplamente cego, controlado
por placebo, aberto, com escalonamento de dose foi realizado com a rhLAL
que continha oligossacarideos de manose e de manose-6-fosfato. Foram
avaliadas trés dosagens (0,35 1,0 e 3,0 mg/kg) semanalmente durante quatro
semanas em doentes com DDEC, seguindo-se um estudo de extensdo onde
todos os participantes receberam 1 mg/kg em semanas alternadas.
Demonstrando estes estudos a eficacia da rhLAL derivada de claras de ovo ao
reduzir as atividades das transaminases séricas e ao resultar na elevagéo sérica
do colesterol LDL comprovando-se a libertagdo do colesterol livre proveniente
dos EC acumulados nos lisossomas [45].

Gestéao da doenca

Tendo como base os estudos clinicos, patolégicos e bioquimicos dos doentes
relatados na literatura, as seguintes avaliagbes sdo as propostas para a
monitorizacdo da progressdo da doenga. Os exames laboratoriais anuais devem
incluir testes de funcdo hepatica (AST, ALT, Tempo de Protrombina,
bilirrubina), hemograma completo, quitotriosidase (um marcador inflamatério
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time, bilirubin), complete blood counts, chitotriosidase, (a macro-
phage inflammatory marker reported elevated in CESD; [29]), and
a lipid panel to assess dyslipidemia. Magnetic resonance imaging
should be performed periodically to determine liver and spleen
volumes and magnetic resonance spectroscopy can be used to
measure the hepatic fat fraction. Imaging studies, such as abdom-
inal ultrasound or esophagoduodenoscopy to monitor portal
hypertension and variceal bleeding, may be indicated. Cardiovas-
cular evaluations include an annual electrocardiogram and echo-
cardiogram, as well as carotid intima media thickness, and a
neurovascular evaluation for stroke risk should be considered.

Discussion

Previously, there have been no prospective or retrospective natu-
ral history studies of CESD patients. Of the 135 CESD cases
reported in the literature, most were diagnosed incidentally by
the characteristic liver pathology, and/or confirmed by deficient
LAL enzyme activity or by LIPA gene analyses. All reported cases
had significant liver disease characterized by microvesicular ste-
atosis that progresses to micronodular cirrhosis and liver failure.

Clinically, CESD has a variable age of onset, and is often unrec-
ognized, particularly in adults, until the unexplained hepatomeg-
aly, with or without splenomegaly, elevated transaminase
activities, and/or type IIb hyperlipoproteinemia lead to diagnostic
investigation. Typically, a liver biopsy will reveal the striking yel-
low-orange color, foamy lipid-laden hepatocytes and macro-
phages (Fig. 1A and B), and the pathognomonic lysosomal CE
crystals, best observed by ultrastructural examination (Fig. 1F).
However, awareness of this lysosomal storage disease is limited,
and many patients were originally missed clinically. The liver
biopsy may be misdiagnosed as NASH, NAFLD, or cryptogenic cir-
rhosis [4]. Diagnostic suspicion can be confirmed by demonstrat-
ing the markedly deficient LAL activity (Fig. 2) [109], or by LIPA
mutation analyses, which accurately detect both affected patients
and heterozygotes for this autosomal recessive disease.

Based on this review, affected children tend to have a severe
course that leads to early liver failure and transplantation.
Although liver transplantation has been effective in preventing
death from liver failure, extrahepatic organ involvement, even
in transplanted patients, resulted in significant disease burden
and in some patients premature demise. Patients diagnosed later
in life tend to have a more attenuated course; however, there are
no long-term data on the morbidity and mortality of these
patients. The later-onset patients may be the most underdiag-
nosed cohort, since they often appear asymptomatic, other than
having type IIb hyperlipoproteinemia, until stroke, aneurysm,
aorto-coronary disease or premature sudden death from liver
failure lead to the diagnosis.

Given that ERT clinical trials for CESD are now underway, the
need for increased disease awareness is paramount. LAL defi-
ciency should be included in the differential diagnosis for all
patients with elevated serum total cholesterol and LDL-choles-
terol who also may have mildly to moderately decreased HDL-
cholesterol, elevated transaminases and hepatomegaly. The
availability of non-invasive LAL enzyme and LIPA gene molecular
diagnoses can abrogate the need for a liver biopsy to confirm the
CESD diagnosis. However, CESD should be suspected for any liver
biopsy that is orange-yellow in color, with microvesicular steato-
sis and/or micronodular cirrhosis. The CESD diagnosis can be

established by immunostaining for LAMP1, LAMP2, LIMP2 or
cathepsin D, or by demonstrating pathognomonic CE crystals or
their remnant clefts by electron microscopy. It is anticipated that
awareness of CESD by hepatologists, pathologists, cardiologists,
and neurologists will lead to greater detection of patients, partic-
ularly among adults, leading to improved management and
treatment.
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Revisao

de macrofagos descrito como estando elevado na DDEC; [29]) e o perfil
lipidico para avaliar a dislipidemia. A ressonancia magnética deve ser realizada
periodicamente para determinar os volumes do figado e do bago e a
espectroscopia por ressonancia magnética pode ser usada para medir a fragdo
de gordura hepética. Podem ser indicados estudos de imagem, como a
ultrassonografia abdominal ou a esofagoduodenoscopia para controlar a
hipertenséo portal e o sangramento das varizes. As avalia¢des cardiovasculares
incluem anualmente um eletrocardiograma e um ecocardiograma, devendo ser
também consideradas a progressdo na espessura da camada intima-média da
carétida e a avaliagdo neurovascular de risco de AVC.

Discussao

Anteriormente, ndo existiam estudos prospetivos ou retrospetivos sobre a
histéria natural dos doentes com DDEC. Dos 135 doentes relatados na literatura
a maioria foi diagnosticada incidentalmente dada a patologia hepéatica
caracteristica e/ou devido ao diagnéstico confirmado a partir da atividade
deficiente da LAL ou tendo em conta as anélises do gene LIPA. Todos o0s casos
relatados apresentaram doenca hepdtica grave caraterizada pela esteatose
microvesicular com progressdo para cirrose micronodular e para insuficiéncia
hepaética.

Clinicamente, a DDEC apresentou uma idade de inicio variavel sendo
frequentemente ndo diagnosticada até que a hepatomegalia inexplicada com ou
sem esplenomegalia, as atividades das transaminases elevadas efou a
hiperlipoproteinemia tipo I1b levem a investigacéo do diagndstico. Geralmente
a biopsia hepética revelard uma acentuada aparéncia amarelo-alaranjada,
hepatécitos e macréfagos espumosos carregados de gordura (Fig. 1A e B) e
cristais de EC patognoménicos, que s&o melhor observados no exame
ultraestrutural (Fig. 1F). Todavia, o conhecimento desta doenca é limitado e
inicialmente muitos doentes foram incorretamente diagnosticados. A bidpsia
hepética pode ser diagnosticada incorretamente como EHNA, DHGNA ou
como cirrose criptogénica [4]. A suspeita do diagnéstico pode ser confirmada
pela demonstragdo da deficiéncia notéria na atividade da LAL (Fig. 2) [109],
ou mediante analises de mutacdes no gene LIPA, que detetam com precisdo
tanto os doentes como os individuos heterozigéticos para esta doenca
autossémica recessiva.

Com base nesta revisdo as criangas afetadas tendem a apresentar uma
evolucdo acentuada que conduz a insuficiéncia hepatica precoce e ao
transplante. Embora o transplante hepético se tenha revelado eficaz na
prevengdo da morte devida a insuficiéncia hepatica, o envolvimento extra-
hepatico mesmo em doentes transplantados resultou numa carga de doenca
significativa e na morte precoce em alguns doentes. Os doentes diagnosticados
numa fase mais tardia na vida tendem a apresentar uma evolucdo mais
atenuada, ndo existindo dados a longo prazo sobre a morbilidade e a
mortalidade destes doentes. Os doentes que apresentam um inicio da doenga
mais tardio poderdo ser a coorte mais subdiagnosticada, uma vez que estes
parecem assintomaticos, ndo apresentando nada para além de
hiperlipoproteinemia tipo Ilb, sendo apenas diagnosticados quando surge um
AVC, um aneurisma, a doenga arterial coronéria ou até que se dé a morte
precoce causada pela insuficiéncia hepatica.

Dado que os ensaios clinicos da TSE se encontram em curso revela-se de
extrema importancia a sensibilizacdo para esta doencga. A deficiéncia da LAL
deveria estar incluida num diagnéstico diferencial para todos os que apresentam
colesterol sérico e LDL elevado e que também possam ter niveis ligeiramente
a moderadamente reduzidos de colesterol HDL, transaminases elevadas e
hepatomegalia. A disponibilidade de diagnésticos moleculares ndo-invasivos
da enzima LAL e do gene LIPA podem anular a necessidade de realizacéo de
bidpsia hepética na confirmagéo do diagnéstico da DDEC. Contudo, devera
suspeitar-se de DDEC em qualquer biépsia hepética com aparéncia amarelo-
alaranjada e com esteatose microvesicular e/ou cirrose micronodular. O
diagnéstico da DDEC pode ser estabelecido mediante a imunocoloragéo para a
LAMP1, LAMP2 e LIMP2 ou para a catepsina D ou ao ser demonstrada via

microscopia eletrénica a presenca de cristais de EC patognomanicos ou as suas
fendas remanescentes. Prevé-se que a sensibilizacdo para a DDEC por parte de
hepatologistas, patologistas, cardiologistas e neurologistas leve a uma maior
identificagdo destes doentes, particularmente entre os adultos, conduzindo
assim a uma melhor gestdo e tratamento desta doenga.
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