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RESUMO

Bastos KLM. Deteccéo de deficiéncia de lipase acida nos pacientes submetidos
a transplante hepatico [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2023.

Introduc&o: O espectro clinico de Deficiéncia de Lipase Acida Lisossomal
(DLAL) varia de forma infantil grave de inicio precoce (doenca de Wolman) a
forma tardia conhecida como Doenca de Armazenamento de Ester de
Colesterol (DAEC), ambos de heranga autossémica recessiva. Esta doenca é
muito rara e subdiagnosticada e poucas familias brasileiras foram relatadas
com variantes do gene LIPA. Objetivo: Descrever aspectos de quadro clinico,
laboratorial e molecular de pacientes com DLAL nos pacientes que foram
submetidos a tranplante hepatico ou que estd em lista de espera para
transplante hepatico no Instituto da Crianca — HCFMUSP. Métodos: Desde
Jan/ 2015 a Julho/ 2019, 54 dos 224 pacientes foram submetidos a transplante
hepético de etiologia desconhecida, outros 19 pacientes da lista de espera a
transplante foram testados para dosagem enzimatica de LAL e andlise do gene
LIPA pelo sequenciamento de Sanger (total de 73 pacientes). Resultado:
Apenas um paciente foi diagnosticado com DLAL. Ele apresentou desde 4
meses de idade sintomas de diarreia recorrente e evoluiu com déficit de
crescimento , hepatomegalia e dislipidemia. O diagnéstico de Niemann- Pick
tipe B foi estabelecido baseados em baixa dosagem de esfingomielinase e
achados patol6gicos da biopsia hepatica. Aos 13 anos, ele apresentou faléncia
hepatica com ascite, peritonite e esplenomegalia. Foi submetido ao transplante
hepatica aos 18 anos e apresentou varios episodios de rejeicdo hepatica.
Finalmente em 2017, aos 26 anos, o diagnostico de DLAL foi estabelecido.
Enzima de LAL estava ausente e teste do gene LIPA mostrou variante
€.266T>C em homozigose. O tratamento com Sebelipase alfa foi iniciado mas
infelizmente o paciente faleceu aos 27 anos, no pdés-operatorio de 2°
transplante hepatico. Conclusédo: O diagnostico de DLAL é ainda tardio e esta
doenca rara deve ser incluida nos diagnosticos diferenciais na investigacdo de
pacientes com hepatomegalia, enzimas hepaticos aumentados e dislipidemia.



A dosagem baixa ou ausente da atividade de enzima LAL e sequenciamento
do gene LIPA sdo essenciais para confirmacdo diagnéstica e
aconselhamento genético adequado. O diagnostico precoce e tratamento com

Sebelipase alfa podem melhorar o progndstico de pacientes afetados.

Palavras-chave: Deficiéncia de lipase acida.Teste do gene LIPA. Transplante

de figado. Aconselhamento genético.



ABSTRACT

Bastos KLM. Detection of lisosomal acid lipase deficiency in patients submitted
to liver transplant [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: The clinical spectrum of Lysosomal Acid Lipase Deficiency
(LALD) varies from severe infantile-onset form (Wolman disease) to late-onset
form known as cholesterolester storage disease (CESD), both autosomal
recessive inheritance disorders. This condition is very rare and underdiagnosed
so only few families in Brazil carrying LIPA variants have been reported to date.
Objective: To describe the clinical, laboratory and molecular aspects of LALD
patients among those who had a liver transplant or were on a waiting list for a
liver transplant from unknown etiology at Instituto da Crianga — HCFMUSP -
Brazil. Method: Since Jan/2015 to July/2019, 54 out of 224 patients who were
submitted to liver transplant due to hepatic failure of unknown etiology, and
other 19 patients from the waiting list were tested to enzyme assay of LAL
dosage and LIPA gene analysis by Sanger sequencing (total of 73 patients).
Results: Only one male patient was diagnosed with LALD. Since 4 months old
he presented symptom of recurrent diarrhea and evolved with failure to thrive,
hepatomegaly and dyslipidemia. He was misdiagnosed with Niemann-Pick type
B, based in enzymatic testing and pathological findings. At 13 years old, he
presented liver failure with ascites, peritonitis and splenomegaly. He was
submitted to liver transplant at 18 years old and presented several rejection
episodes. Finally in 2017, at 26 years, he was diagnosed with LALD. LAL
enzyme was absent and LIPA gene testing showed homozygous variant
€.266T>C. Treatment with Sebelipase alfa was adopted, but unfortunately the
patient died at 27 years old from acute post-operatory complications after a
second liver transplant. Conclusion: LALD diagnosis is still late, so this rare
condition should be included in the differential diagnoses when investigating
patients with hepatomegaly, elevated liver enzymes and dyslipidemia. Low level
or absence of LAL activity and LIPA gene sequencing are essential for the

confirmation of the diagnosis and allow proper genetic counseling. The



precocious diagnosis and treatment with Sebelipase alfa may improve the

prognosis of affected patients.

Keywords: Acid lipase deficiency. LIPA gene testing. Liver transplantation.

Genetic counseling.
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Conceitos- Deficiéncia de Lipase Acida Lisossomal

As doencas de deposito lisossomal sdo um grupo de aproximadamente
50 disturbios que resultam de mutacbes que geram defeitos em enzimas ou
proteinas lisossomais!3. Estes defeitos se expressam como reducdo da
atividade enzimatica de uma hidrolase lisossomal especifica, causando a
interrupcdo de uma via catabdlica; o bloqueio desta via metabdlica leva ao
acumulo de um tipo particular de material ndo degradado, cujo acimulo dentro
dos lisossomos leva a disfungéo celular em varios 6rgaos*®.

A deficiéncia de lipase acida lisossomal (DLAL) é um tipo de Doenca de
Deposito  Lisossomal. Considerada ultrarrara, tem carater autossémico
recessivo e é progressiva*®, sendo causada por mutacées no gene LIPA
(HGNC 6617; MIM# 613497), que codifica a enzima lipase acida lisossomal
(LAL), responsavel por hidrolisar os ésteres de colesterol (EC) e triglicerideos
(TG) em colesterol livre e éacidos graxos livres, dentro da lipoproteina de
particulas de baixa densidade (LDL)*9-L,

O gene LIPA esta localizado no braco longo do cromossomo 10, nos
l6cus 10023.31. E composto por 10 éxons!? e codifica uma proteina de 399
aminoacidos, conhecida como lipase acida lisossomal A (LAL). A expressao
desta proteina ocorre em diversos tecidos e o0 RNA pode ser detectado
principalmente em macréfagos e células de Hofbauer®: 10.13.15,

Mutacdes no gene LIPA resultam em perda de funcdo da proteina LAL,
gerando distarbios genéticos raros com acumulo macico de ECs e TGs nos
lisossomos do figado, baco, glandulas adrenais, medula 6ssea, linfonodos,
trato gastrointestinal e células do sistema macrofago-monécito em todo o corpo

101718~ causando danos subsequentes a estas células, tecidos e 6rgédos e
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interferindo com a fungdo basica destes®'#17-22, A AL atua com uma enzima
que desempenha um papel fundamental no metabolismo do colesterol?°.

A DLAL é uma doenca autossGmica recessiva e os individuos afetados
podem apresentar homozigotos ou heterozigotos compostos de variantes
patogénicas'4. A presenca de uma coépia intacta é suficiente para manter as
fungdes fisioldgicas®*3¢. Ainda ndo estd estabelecido se os portadores
heterozigotos de variantes patogénicas de LIPA apresentam risco aumentado
de doenca hepatica progressiva em combinacdo com outros insultos ao
parénquima hepético, nem se o fato do individuo ser heterozigoto influencia o
seu perfil lipidico'237:38, Mutacdes no gene LIPA manifestam um espectro de
doenca hepatica e dislipidemia, cuja apresentacdo e gravidade variam de

acordo com a quantidade de atividade residual da enzima314,

Epidemiologia
A prevaléncia da DLAL em diferentes populacbes é provavelmente
desconhecida devido ao subdiagnéstico, mas acredita-se variar entre 1/40.000
a 1/300.000 individuos adultos e criancas, dependendo da localizacdo
geografica e origem étnical?1°,

O estudo da prevaléncia de CESD em diferentes populacdes de afro-
americanos, asiaticos, caucasianos, hipanicos e judeus Askenazi na cidade
Metropolitana de Nova York e também de Dallas, a prevaléncia estimada em
caucasianos e hispanicos foi de ~0,8 por 100.000%6.

A prevaléncia de nascimento de 0,27 por 100.000 (~1 em 370.000) foi

estimado para a Republica Tcheca®® para ambas as formas de deficiéncia de

LAL.
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Em contraste, a prevaléncia de DLAL nos dois grupos de pacientes na
Alemanha foi estimada em 2,5 em 100.000 (1 em 40.000)%°.

Scott e colaboradores*®, relataram uma prevaléncia estimada de DLAL
nestes grupos de aproximadamente 1,2 por 100.000 nas populagdes
caucasianas, e de aproximadamente 0,8 por 100.000 nas populacdes
combinadas de caucasianos e hispanicos nos Estados Unidos da América
(EUA).

Muntoni et al. (2007)%° e Scott et al. (2013)*° estudaram a frequéncia da
mutacdo E8SJIM(Exon 8 Splice Junction Mutation) na populacéo e observaram
gue esta variante representava cerca de metade dos alelos causadores de
DLAL em adultos e criancas.

Na Australia a incidéncia encontrada foi de 1 em 700.000. Vazquez e
colaboradores®®, propuseram que haveria de 750 a 1.500 pacientes com DLAL
somente nos EUA, reforcando a hipétese de que a doenca é subdiagnosticada
e frequentemente passa despercebida®®. As frequéncias de alelos da mutacéo
c.894G> A da regido metropolitana de Nova York (envolvendo individuos
multiétnicos nado relacionados) variaram de 0,0005 a 0,0015, que se traduziu
em frequéncias portadoras de 1 em 1000 a 1 em 333, respectivamente?.

Estas estimativas estdo em conflito aparente com o pequeno nimero de
pacientes DLAL relatados na literatura, e isso provavelmente se deve a casos
grosseiramente subdiagnosticados ou penetrancia incompleta da doenca*'.

Um estudo multicéntrico estimou a prevaléncia de nascimentos de DLAL
usando a caracterizacao funcional da variante LIPA e encontrou 3,45-5,97 por
milhdo na populacdo europeia**4.

Carter et al*® descobriram, usando sequenciamento de nova geracéo, que

a DLAL afeta 1 em 177.452 individuos, em toda a populacéo global.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6852163/#humu23837-bib-0023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6852163/#humu23837-bib-0037
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N&o existem trabalhos que mensurem precisamente a incidéncia e
prevaléncia da DLAL no Brasil.

Na forma de inicio precoce, a prevaléncia em bebés estimada é de 1 em
528.000443,

A correlacao entre a idade ao diagnéstico e a atividade LAL mostrou uma
relacdo direta moderadamente significativa (Pearson's r=0.46, P < 0.005) 4.

Quando avaliamos a prevaléncia na populacdo pediatrica, a idade média
em que os primeiros sintomas foram relatados foi de 1,5 meses para pacientes
de inicio precoce e 48 meses para CESD. A mediana de idade no momento do
diagndstico foi de trés meses e 96 meses para DLAL e CESD de inicio infantil,
respectivamente. A mediana da idade de morte foi de quatro meses para a

Doenca de Wolman (DW) de 162 meses para a CESD®.

Patogénese

O equilibrio lipidico € intrinsecamente coordenado em varios niveis,
incluindo absorcdo celular, sintese, armazenamento, metabolismo e
exportacdo. Todas as classes de lipidios, incluindo &acidos graxos,
esfingolipidios, esterdis e os fosfolipidios sofrem regulacdo dindmica, cuja
extensdo depende do tipo de tecido especifico e estado nutricional da célula“®.

O colesterol apresenta um papel essencial na regulagcdo da estrutura e
funcdo da membrana celular*’“8. Ele modula a atividade das proteinas
transmembranas e facilita a transducdo de sinal e processos de trafico
intracelular. O colesterol € um componente de todas as membranas celulares e
€ o precursor do oxisterol, horménio esteroide, acido biliar e da sintese de

vitamina D?°.
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O colesterol e os triglicerideos sdo os principais lipideos em humanos;
provenientes da dieta, séo absorvidos no intestino pelos enterdcitos intestinais,
que expressam uma proteina de membrana de translocagcdo de colesterol
conhecida como Niemann — Pick Cl-like 1 (NPC1L1) em suas membranas
apicais®®5!, Os enterécitos empacotam os lipidios derivados da dieta em
quilomicrons, que s&o transportados para o figado®?;, no plasma, este
transporte se da através das lipoproteinas. Uma lipoproteina é composta de
colesterol, triglicerideos e uma Unica molécula de apolipoproteina Bioo (apoB),
quando secretada no plasma pelo figado, € chamada de lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL). Os triglicerideos sdo rapidamente removidos
pela enzima lipoproteina lipase e usados para consumo e armazenamento de
energia. Como os triglicerideos estdo sendo progressivamente removidos, a
lipoproteina é chamada de particula remanescente de VLDL. Depois que a
maioria dos triglicerideos foi removida, a lipoproteina torna-se mais densa e é
referida como uma LDL. No entanto, uma particula VLDL, uma particula
remanescente e uma particula LDL sdo apenas nomes diferentes para a
mesma lipoproteina apoB circulante em diferentes estagios de seu ciclo de
vida, dependendo do conteldo lipidico que ela carrega®. No figado, os
hepatocitos empacotam o colesterol, os fosfolipidios e os triglicerideos em
VLDLs 2,

O figado é responsavel pela maior parte da biossintese do colesterol e
tem sido considerado o principal local de controle na manutencdo da
homeostase do colesterol, embora a capacidade de sintetizar o colesterol
end6geno seja comum a maioria dos tipos de células*’-48 50-51 QO figado facilita

a depuracdo de particulas de lipoproteina de baixa densidade e remanescentes
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de quilomicrons contendo colesterol, sintetiza colesterol, sintetiza e
secreta particulas de lipoproteina de alta densidade, secreta colesterol e sais
biliares para a bile e est4 envolvido no transporte reverso de colesterol*s. A
homeostase equilibrada do colesterol € essencial para o crescimento celular e
manutencao da capa fosfolipidica da célula. O figado tem um papel importante
no metabolismo lipidico, pois recebe colesterol exdégeno do intestino e reduz as
quantidades de LDL e remanescentes de VLDL*"52, Os lipideos complexos sdo
hidrolisados por lipases dentro dos lisossomos, gerando acidos graxos nao
esterificados, e este metabolismo lipidico envolve varias vias®®. Os &cidos
graxos sao as formas de energia armazenadas e circulantes mais comumente
utilizadas, e triacilgliceréis sdo a forma ndo toxica mais comum de &cidos
graxos. Acidos graxos e triacilglicer6is também podem ser usados de diferentes
maneiras. Os triacilglicer6is podem se acumular nos hepatdcitos ou serem
exportados como constituintes de lipoproteinas de muito baixa densidade®* 5.
Os lisossomos sdo organelas pequenas, caracterizadas por um interior
acido, que permite a atividade de até 60 enzimas hidroliticas diferentes,
incluindo proteases, lipases e nucleases. Possuem proteinas transmembranas,
gque sao transportadores que medeiam a exportacdo de produtos da digestao
lisossomal para o citoplasma®%:5"8, O lisossoma é o ponto final de numerosas
vias de trafego de vesiculas, incluindo as endociticas, fagociticas e vias
autofagicas. Sua capacidade de se fundir com endossomos, fagossomas e
autofagossomos permite que o lisossoma decomponha uma ampla gama de
cargas enddgenas e exdgenas, incluindo macromoléculas, certos patégenos e

organelas velhas ou danificadas®9.69-62,
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A convergéncia de varias vias metabodlicas no lisossoma torna esta
organela essencial na coordenacao da classificacdo e distribuicdo de lipidios
para varios compartimentos de membrana, e na reciclagem de lipideos
enddgenos. Esterdis exdgenos, triglicerideos e fosfolipidios transportados por
LDL entram na célula via endocitose mediada por receptor e sdo processadas
pelo lisossoma*’. Os lisossomas desempenham um papel critico na
manutencdo da homeostase celular global por digerir e reciclar lipidios e
macromoléculas através do sistema endossomal-autofagico-lisossomal. Pela
macroautofagia, microautofagia, fusdo endossomo-lisossomal e autofagia
mediada por chaperona, o lisossoma é responsavel por lidar com a degradacéo
de dezenas de substratos!; a reducdo na atividade enzimatica de uma
hidrolase lisossomal especifica, causando a interrupcao de uma via catabdlica,
leva ao acumulo de um tipo particular de material ndo degradado, cujo acumulo
dentro dos lisossomas leva a disfuncéo celular em varios 6rgdos*=°.

A LAL desempenha um papel fundamental no metabolismo lipidico
através da hidrélise de ésteres de colesterol e triglicerideos®'. A Auséncia ou
guantidades reduzidas de lipase &cida lisossomal diminuem o metabolismo de
ésteres de colesterol e triglicerideos, que se acumulam nos lisossomas,
especialmente nos hepatécitos e células do sistema mononuclear fagocitario.
Com a hidrdlise prejudicada, ocorre reducdo da geracdo de colesterol livre e
diminuicdo da inibicdo de feedback (e, portanto, aumento da expressao) de
hidroximetil glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase. HMG-CoA promove a
biossintese de colesterol, VLDL e ApoB, e regula negativamente a sintese de
Lipoproteina de alta densidade (HDL), apolipoproteina Al (ApoAl) e

apolipoproteina A2 (ApoA2)%3-64. A expressdo dos receptores celulares de LDL
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é regulada positivamente em pacientes com deficiéncia de lipase &cida
lisossomal e os triglicerideos plasmaticos estéo frequentemente elevados®*. Os
perfis lipidicos destes pacientes sdo frequentemente semelhantes aos de
pacientes com hiperlipidemia familiar tipo 2a e 2b de Fredrickson*®.

Colesterol livre e acidos graxos e seus metabdlitos estimulam fatores de
transcricdo (proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBPS),
que regulam a expressao de genes controlados na sintese e absor¢cdo de
colesterol*®®5, O excesso de colesterol livre gera reducdo da entrada de
colesterol na célula, a medida que SREBP-2 regula negativamente o0s
receptores de LDL. A sintese de colesterol é diminuida como resultado da
inibicdo por feedback de HMG-CoA redutase. Niveis reduzidos da atividade da
LAL ou a auséncia desta, estdo associados com acumulo de ésteres de
colesterol e triglicerideos dentro dos lisossomas. Além disso, a escassez de
colesterol livre intracelular leva a regulacdo positiva mediada por SREBP de
producdo de colesterol endoégeno por HMG-CoA redutase, endocitose
aumentada via receptores de LDL, sintese aumentada de apolipoproteina B
(ApoB) e lipoproteina de densidade muito baixa colesterol (VLDL-C)®¢-¢7, Os
pacientes com DLAL apresentam perfil lipidico anormal (dislipidemia)
caracterizado por colesterol total sérico elevado, altas quantidades de LDL,
baixas quantidades de HDL e triglicerideos elevados®. A diminuicdo dos
valores de niveis elevados de colesterol lipoproteico de alta densidade (HDL-C)
pode ser explicada por uma reducdo na formacdo de lipoproteina de alta
densidade madura (HDL), chamadas particulas a-HDL5%70. 71,

Na DLAL, a retencéo dos ésteres de colesterol nos lisossomas leva a

reducdo da concentracdo do colesterol celular livre e, consequentemente, a
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diminuiu na formag&o de oxisterol e, consequentemente, reducao na ativacao
de ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), bem como diminuicdo do
colesterol livre nos compartimentos subcelulares e na membrana plasmatica

que esta disponivel para a formacéo da particula de HDL7%"2,

Quadro Clinico

A DLAL mostra dois fenétipos diferentes, que se situam em um continuum
clinico, dependendo da quantidade de enzima funcional produzida in vivo4 17
22 No decorrer da infancia, o curso da doenca pode ser grave e associado a
altas taxas de mortalidade devido a auséncia completa ou reducdo substancial
da atividade da enzima3?7276, Por outro lado, criancas mais velhas e adultos
com mutacdes LIPA e niveis mais elevados da atividade residual da enzima
LAL podem ter um curso mais suave da doenca. Portanto, a doenca em
pacientes mais velhos pode facilmente passar desapercebida ou ser
diagnosticada erroneamente, porque as manifestacbes podem ser muito
semelhantes a doencas mais comuns, como doenca hepatica gordurosa néo
alcodlica (DHGNA), sindrome metabdlica e dislipidemias hereditarias'”-’6.77, A
extensdo da deposicdo de ésteres de colesterol no tecido e triglicerideos
parece ser diretamente proporcional a gravidade da doenca e inversamente

proporcional a idade de apresentacgédo®®.

A Forma de Inicio Precoce
A DLAL Infantil ou de inicio precoce, referida como DW, & decorrente de
mutacdes do gene LIPA que geram auséncia completa ou quantidades

minimas (de 1-2%) da atividade normal da lipase acida lisossomal®614.17-22,
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Clinicamente apresenta-se como uma doenga com curso rapidamente
progressivo e fatal no primeiro ano de vida, caso néo tratada; o Gbito destas
criancas ocorre principalmente dentro dos primeiros 3-6 meses de vida®t1417
22, A mediana de morte é de 3,7 meses>!>779 A doenca surge jA nas
primeiras semanas de vida e a morte ocorre devido a faléncia de multiplos
6rgdos?® &, Durante a gravidez ja podem surgir sinais clinicos da doenca, com
presenca de ascite fetal, polidramnio e necrose adrenal.t>1881-82  |nfiltracdo
adrenal lipidica levando a necrose na fase fetal, pode ser o precursor da
calcificacdo adrenal descrita em cerca de 50% dos bebés nascidos com a
doenca?®4475.83-88

Neste subtipo infantil fulminante ocorrem depdsitos macicos de ésteres de
colesterol e triglicérides no figado, baco, glandulas suprarrenais, medula 6ssea,
nédulos linfaticos, macréfagos. Mucosa intestinal, endotélio vascular e,
musculo esquelético e macréfagos. Os bebés apresentam vémitos recorrentes,
diarreia aquosa decorrente da infiltracdo de lipideos no trato gastrointestinal e
consequente espessamento das paredes do intestino, sindrome de ma-
absorcao, esteatorreia, levando a caquexia, “failure to thrive”, dificuldade de
ganho de peso, distensdao abdominal, desnutricdo, perda de gordura
subcutdnea e de madsculo; quase todas as criancas apresentam
hepatoesplenomegalia importante, e ictericia colestatica e febre podem estar
presentes; Estas criancas desenvolvem rapidamente fibrose hepatica e cirrose,
podendo cursar com faléncia hepatica®'844.79889 M4 absorcdo intestinal,
juntamente com insuficiéncia hepatica e insuficiéncia adrenal, explicam o

prognostico ruim desses pacientes’® 778390,
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O acumulo de CEs e TGs foi observado no sistema nervoso central (SNC)
em células como astrocitos e oligodendrdcitos de pacientes com DW. Estes
bebés apresentam declinio cognitivo apds o inicio da doenca, mas nédo se sabe
se isso € devido ao acumulo no SNC ou € uma consequéncia secundaria da
doenca devido a m4 absor¢do. O acumulo de TGs e CEs também pode ser
encontrado nos neurbnios do plexo mioentérico, causando dano neuronal
grave, e pode contribuir para a patologia gastrointestinal encontrada em
pacientes com DW; o comprometimento da mielinizacdo de neurbnios no
cérebro possivelmente € consequéncia do comprometimento do metabolismo
de CE e TG. N&@o esta claro se a DW cursa com neurodegeneracdo pela
perturbacdo das vias lisossomais normais®!:96-99,

Laboratorialmente observa-se niveis reduzidos de HDL e niveis
aumentados de colesterol total, LDL, triglicérides, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), bilirrubina total (as custas de bilirrubina
direta), hemograma apresentando anemia e trombocitopenia, aumento de
ferritina, reducdo no valor da albumina sérica®%%’. Alguns pacientes
apresentam aumento importante, rapido e progressivo nos valores das
transaminases séricas ao longo do tempo, acompanhados por outros
indicadores de leséo hepatica progressiva e disfuncao, incluindo concentracdes
elevadas de bilirrubina total, valores anormais de coagulagéo e concentracdes
reduzidas de albumina sérica. Esses achados sugerem doenca hepética
rapidamente progressiva com insuficiéncia hepatocelular?®.

Os exames de imagem mostram a presenca de hepatomegalia e

esplenomegalia volumosas; as glandulas suprarrenais podem estar
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aumentadas de tamanho e apresentar calcificagfes, confirmadas através de

radiografias abdominais ou exame histolégico377:79:93,94,100-104,

A Forma de Inicio Tardio

A doenca de armazenamento de éster de colesterol (DAEC) € a forma da
doenca de inicio tardio, que pode se apresentar na primeira infancia, infancia
ou idade adulta; é encontrada nos pacientes com mutacdes heterozigotas
complexas, que levam a uma redugdo na atividade da LAL, que geralmente
varia de 1% a 12% do normal69:10.15.22-31,89,105.106 ' Geralmente a idade de inicio
da doenca e a gravidade da evolucéo clinica refletem a quantidade de atividade
residual enzimatica presente®°233! podendo manifestar-se na infancia ou na
idade adulta como uma doenca multiorganica progressiva, apresentando
manifestacdes clinicas muito variaveis e, portanto, apresentagao clinica menos
definida3197:195; frequentemente o diagndstico é feito incidentalmente através de
exames de rotina, que mostram alteragdo de transaminases, esteatose
hepatica ou dislipidemial©5:106.108,

A idade média de inicio dos sintomas é de 5 anos, podendo variar de
inicio muito precoce, por volta dos 2 anos, até acima de 60 anos. Em criancas,
a maioria (62%) apresenta idade de inicio dos sintomas entre 3 e 12 anos, e
11% apresenta inicio dos sintomas ou diagnostico da doenca durante a
adolescéncia ou na fase adulta’105109.110-111 Embora possa se apresentar na
infancia de maneira semelhante a DW, com apresentacéo clinica mais grave e
envolvendo deficiéncia de crescimento e atraso nos marcos, émese, distenséo
abdominal e até calcificagbes adrenais''?, também foi identificada em
individuos com fendtipos atipicos, como enzimas hepaticas elevadas ou

anormalidades lipidicas séricas identificadas na triagem de rotinall3
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e hipercolesterolemia autossGmica recessiva aparente, sem mutacdo do
gene esperado®!4.

A doenca hepética esta frequentemente presente. Alteracdo das enzimas
hepéaticas estdo presentes em praticamente todos os casos®9105106.115
Hepatomegalia € encontrada em 99,3% dos casos, com ou sem
esplenomegalia associada (74% dos casos), e a organomegalia é decorrente
do acimulo de ésteres de colesterol e triglicerideos nos macréfagosi®,
podendo estar presente por anos antes da definicdo diagndstica?®116, Existem
relatos de casos em que ndo se observa organomegalia, apenas elevacao de
transaminases e patologia hepatical?’. Individuos com esplenomegalia podem
desenvolver anemia e/ou trombocitopenia devido ao hiperesplenismo
secundario''®. A hepatopatia pode evoluir com alteracdo da fungéo hepética,
com ou sem ictericia associada, esteatose, fibrose ou cirrose, com evolucéo
para hipertensdo portal e presenca de varizes esofagicas. A deposicao
progressiva de lipideos leva a fibrose, cirrose micronodular e, por fim,
insuficiéncia hepatical'>18119% com necessidade de transplante hepatico®°:19,
A presenca de carcinoma hepatocelular esta relacionada a evolugcdo para
cirrose avancadal!®120,

A deposicéo de lipidios na parede do trato intestinal pode contribuir para
diarreia, perda de peso, dor abdominal, dor epigéastrica, disfuncdo da vesicula
biliar e ma absorgdo’1%.113 Qcasionalmente, sinais de hiperlipidemia, como
xantelasma, particularmente da area palpebral, podem ser visiveis?8121,

Laboratorialmente, além das transaminases elevadas, 0s pacientes
apresentam dislipidemia, com colesterol total, LDL e triglicerideos elevados, e

diminuicdo do HDL, caracterizando a dislipidemia do tipo 1163106115122
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Bernstein et al®, relataram em um estudo de 135 casos de pacientes com
DAEC, que mais de 95% dos pacientes apresentaram niveis de LDL acima da
faixa normal, e destes, 79% apresentaram niveis de LDL acima de 200mg/L?;
quanto aos valores de HDL, 71% tinham niveis entre 20 e 40mg/dL, 18% niveis
abaixo de 20mg/dL e 11% niveis acima de 40mg/dL86:108.123-129 A elevacdo das
taxas de LDL geram uma aceleracédo do processo de aterosclerose fisiologico,
gerando uma aterosclerose precoce; esta € responsavel por parte da
morbidade associada a DAEC, como doenca arterial coronariana e cirurgias de

revascularizacdo do miocéardio e eventos vasculares, como acidente vascular

Diagnostico

DLAL deve ser suspeitada em casos com elevacédo de colesterol total e
LDL, com diminuicdo leve a moderada de HDL, elevacdo de enzimas
transaminases hepaticas e hepatomegalia, bidpsia hepatica com esteatose
microvesicular e/ou cirrose micronodular'®.

O diagnoéstico é suspeitado através do quadro clinico, alteracdo nos
exames laboratoriais e achados histologicos sugestivos da doenca, porém é
confirmado pela identificacdo de variantes patogénicas bialélicas em LIPA e/ou
atividade enzimética da LAL deficiente em leucécitos do sangue periférico,
fibroblastos ou manchas de sangue seco!°89%105-106,115,131

O ensaio da atividade da enzima LAL em leucdcitos do sangue periférico
€ o0 teste diagndstico confirmatdrio para a deficiéncia de LAL; no entanto, a
atividade enzimatica também pode ser medida por diagndstico em hepatdcitos,

fibroblastos de pele ou manchas de sangue secas (Dried Blood Spot)!®. Os
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niveis de atividade enzimatica residual sdo mais significativamente reduzidos
na forma de inicio precoce (< 1% da atividade residual) em comparagéo com a
forma de inicio tardio (entre 2% -11% da atividade residual) 1541,89.106,115,131

As abordagens de teste molecular podem incluir teste de gene Unico, uso
de um painel multigénico e teste gendmico mais abrangente:

1- Teste de gene unico - € realizada a analise de sequéncia do
gene LIPA por Sanger. Caso apenas uma variante patogénica seja identificada,
considerar a andlise de exclusao ou duplicacao direcionada ao gene;

2- Painel multigénico - este painel inclui o estudo de gene LIPA e de
outros genes que precisem ser pesquisados para descartar possiveis doencas
que fazem parte do diagndstico diferencial,

3- Testes gendmicos mais abrangentes - abrangem o sequenciamento do
exoma, sequenciamento do genoma e sequenciamento mitocondrial; estes
testes podem ser considerados se o teste de gene Unico ou do painel genético
falhar em confirmar o diagnéstico em um individuo com caracteristicas clinicas
sugestivas de DLAL®154189106,115131 ' diagndstico pré-natal da atividade LAL
também pode ser determinado de forma confiavel testando vilosidades
coridnicas em cultura ou fetais células®.

A tomografia computadorizada (TC) pode ajudar a estabelecer o
diagnéstico de hipertrofia adrenal, hepatoesplenomegalia e portal hipertenséo
arterial em pacientes com deficiéncia de lipase acida lisossomal. O colesterol
elevado pode correlacionar-se com densidade hepética na TC, mas esta
observacdo é nem confiavel nem exclusiva para pacientes com doenga
lisossdmica deficiéncia. A ressonancia magnética (RM) é um método bem

reconhecido para medicdo do teor lipidico hepético. A ressonancia magnética
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pode ser usada como método ndo invasivo para monitorar pacientes que
terapia de reposicao enzimatica para a desordem de armazenamento de éster
de colesterol'8:36.132,

Os achados de biopsia hepética sdo classicos e aparecem independentes
da idade ou genotipo, com a apresentagéo de “figado gorduroso” ®*15. Observa-
se uma degeneracdo gordurosa difusa e proeminente dos hepatdcitos, com
presenca de esteatose microvesicular (goticulas de gordura menores que o
nacleo da célula) afetando a maioria das células do figado. As células de
Kupffer sdo fortemente distendidas pelo acimulo de grandes quantidades de
gordura, com progressao para fibrose e posteriormente cirrose micronodular®28-
89,118,133-134  As células de Kupffer e os macroéfagos portais apresentam actimulo
de ceroides, que sdo destacados por PAS ap0Os a coloracdo por diastase. A
coloracdo de PAS mostra também glicogénio diminuido nos hepatdcitos e
presenca de células de Kupffer “em baldo”. Achados patognomoénicos incluem
demonstracao de cristais de éster de colesterol birrefringente em hepatdcitos e
células de Kupffer em secBes frescas de figado congelado sob Iuz
polarizada. A imunocoloracdo de CD68 destaca esses lipidios corados
negativamente e cristais em forma de agulha dentro dos macréfagos. Em
secOes fixas embebidas em parafina, esses cristais sao vistos como fendas
remanescentes. No exame ultraestrutural, essas goticulas
lipidicas lisossomais sdo, em sua maioria, circundadas por uma Unica
membrana e podem ter uma aparéncia de comidas por tracas devido a incluséo
de colesterol dentro delas, que é novamente patognomonico®106:115,118,135-137 - o
microscopia eletrdbnica mostra goticulas lipidicas de varios tamanhos e

nameros em hepatdcitos, ricos em glicogénio nos lisossomos e
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heterolisossomos, que criam um interior "espumoso” em lisossomos menores.,
além de goticulas lipidicas de diferentes tamanhos, principalmente com
didmetro inferior a 1 um e uma area de borda semelhante a um halo, cujo
interior é predominantemente ndo homogéneo’6:105,

O exame macroscoépico do figado mostra uma aparéncia difusamente
amarelo-alaranjado e brilhante, devido ao acumulo de
lipideos lisossomais106:115.136,

As andlises imunohistoquimicas adicionais com marcadores lisossomais
para proteina lisossmica luminal e membranosa 1 (LAMP1), catepsina D,
proteina de membrana lisossomal integral 2 (LAMP2)) confirmam o acumulo de
lipideo lisossomal®9:115,

Biopsias hepaticas de bebés com DLAL de inicio precoce evidenciaram
achados semelhantes as biopsias de pacientes com DAEC, com presenca de
fibrose, esteatose e vacuolos lipidicos. Macrofagos espumosos contendo
lipideos e ceroides jA estavam presentes nos sinusoides e tratos portais de
pacientes jovens. Em exames de autopsia realizados em bebés que faleceram
pela doenca, foi encontrado aumento do figado e do baco, descoloracao
amarelo-laranja, infiltracdo/esteatose gordurosa, necrose, fibrose e cirrose nos
orgaos avaliados, além de anormalidades adrenais, incluindo aumento das
glandulas, areas de necrose e presenca de microcalcificacdes’®.

O exame histopatologico do baco mostra acimulos de macréfagos cheios
de lipidios, que pode gerar esplenomegalia consideravel. Bidpsias de mucosa e
submucosa do intestino mostram acumulo de células espumosas, ricas em
lipidios!'3138, As alteracbes na glandula adrenal sdo encontradas

principalmente na forma infantil de DLAL (DW); apresentam-se aumentadas,
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com macrofagos ricos em lipidios, areas de necrose e calcificagbes distréficas
na zona reticular, que também podem ser observadas morfologicamente!3,
Outros 6rgdos, como ganglios linfaticos e medula 6ssea, também podem ter o
acumulo tipico de macréfagos carregados de lipidios!38. Ocasionalmente pode-

se encontrar linfocitos vacuolados no sangue periférico®.

Diagnostico Diferencial

Por tratar-se de uma doenca com um quadro clinico muito variavel e
sintomas clinicos atipicos, pode ser confundida com outras doencas, e muitas
vezes o diagnéstico s6 é definido apdés muito tempo de inicio da doencal®.
Anormalidades lipidicas mais comumente encontradas e que Sao um
importante diagndstico diferencial da DAEC, especialmente em adultos, é a
Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica DHGNA (forma menos agressiva) e
NASH (forma mais agressiva com maior potencial de evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular), sindrome metabdlica, hipercolesterolemia
autossbmica recessiva, sitosterolemia, hipercolesterolemia familiar, cirrose
hepética criptogénica*%158%115 Doenca hepatica gordurosa associada a um
peso corporal adequado a idade do paciente deve ser uma razdo para
consideracdes diagnosticas diferenciais® .

Outras doencas de deposito lisossomal, como a Doenca de Gaucher e a
Doencga de Niemann-pick, que apresentam quadro clinico e histomorfolégico
semelhantes a DLAL, devem ser consideradas com diagndstico diferencial'®®. A
hepatopatia glicogénica é observada em pacientes com diabetes mellitus
insulinodependente (tipo 1) com controle glicémico insuficiente. H& sobrecarga

de glicogénio nos hepatocitos, levando a hepatomegalia e elevagdo de
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transaminases'#. Os distlrbios de armazenamento do glicogénio sd&o um grupo
de glicogenoses nédo lisossomais causadas por defeitos genéticos na via do
metabolismo do glicogénio; clinicamente geram hepatomegalia e alteragédo de
enzimas hepdticas, e principalmente as glicogenoses tipos 1 e 3 podem
mimetizar esteatose microvesicular, devido ao acumulo simultaneo de lipideos
neutros e glicogénio®. A doenca de Wilson é uma doenca hereditaria
autossOmica recessiva, decorrente da mutacdo do gene ATP7B, que codifica
uma proteina transportadora de cobre. A acumulo de cobre decorrente da
impossibilidade de excrecdo gera danos ao figado, com alteracdo de enzimas
hepéticas, podendo evoluir para cirrose, e histomorfologicamente pode ocorrer

esteatose macro e microvesicular39.140,

Tratamento e Manejo

A DLAL é geralmente uma doenca de progressao lenta, com cirrose e
distarbios lipidicos que ndo podem ser completamente curados pela terapia
convencional. O tratamento para esta doenca consiste em controle da
dislipidemia com dieta e medicamentos, como as estatinas. Ja foi descrito
tratamento para DW através de transplante de células de corddo umbilical e
medula 6ssea®14!, Medicamentos hipolipemiantes (principalmente estatinas)
sdao comumente usados em criancas com DLAL. As estatinas podem ser
introduzidas em criangcas com menos de 10 anos de idade em caso de
hipercolesterolemia significativa que ndo responda a terapia dietética. Em
geral, pacientes com DLAL requerem o monitoramento de seus parametros

lipidicos e seu teste de funcao hepética.



Introducao 21

O tratamento e o prognéstico da DLAL mudaram de uma forma
consideravel apés a criagdo da Sebelipase alfa (Kanuma®, Kanuma™), uma
terapia de reposicdo enzimética (TRE) que resultou em melhorias nos danos ao
figado e nas anormalidades lipidicas!35138142-143

A Sebelipase alfa € uma LAL humana recombinante que € produzido em
ovos brancos de galinhas transgénicas Gallus domesticus. O residuo de
mannose-6-fosfato anexado facilita sua captagcdo no lisossomas de hepatocitos
e macréfagos onde pode subsequentemente hidrolisar ésteres do colesterol e
triglicérides. Foram realizados estudos pré-clinicos em um rato deficiente de
LAL e demonstrou 100% de sobrevida de doentes tratados versus animais n&o
tratados, bem como uma melhoria significativa do armazenamento de lipidios
hepaticos!#4.

O transplante de figado para DLAL é outro tratamento possivel para
casos graves, em que existe evolugdo para cirrose descompensada. Os
pacientes submetidos a transplante hepéatico melhoraram seu estado clinico,
incluindo o metabolismo lipidico. Existe relato de melhora do perfil lipidico apés
o transplante de figado. Bernstein et al. publicaram 2 casos de pacientes com
DLAL submetidos a transplante de figado, sendo que em ambos a doenca
multissistémica de DLAL recidivou ap0s o transplante. Eles também revisaram
a literatura de 18 casos de pacientes com DLAL submetidos a transplante de
figado e descreveram progressdo multissistémica de DLAL em 11 pacientes
(66%) e 6bito em 6 pacientes (33%).

O tratamento com transplante de células-tronco hematopoiéticas
(TCTH) é o enxerto de leucdcitos do doador apds transplante alogénico de

células-tronco hematopoiéticas requer quimioterapia de condicionamento para
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ablacdo da medula do receptor, para criar espagco para a medula 6ssea do
doador, e para suprimir o sistema imunoldgico do hospedeiro, para prevenir a
rejeicdo das células do doador. Os pacientes com DW nédo tratados séo
candidatos insatisfatorios para TCTH, pois estdo gravemente desnutridos,
frequentemente apresentam febre, com um processo inflamatério continuo, e
tém doenca significativa e rapidamente progressiva. O TCTH na DW tem uma
mortalidade relacionada ao tratamento proibitivamente altal!>12°,

O TCTH teve resultados mistos e requer mais estudos.147 Alguns casos
bem-sucedidos de transplante de medula 6ssea DLAL foram relatados; no
entanto, a maioria dos casos tem um prognostico ruim e a TRE imediata € a
terapia de escolhal05145.148,

As criangas com DLA geralmente apresentam evolugcéo mais grave que
0s adultos, que leva a insuficiéncia hepatica precoce e, consequente, indicacdo
de transplante hepatico. O transplante hepatico tem se mostrado efetivo na
prevencdo do Obito por insuficiéncia hepética, entretanto mesmo entre 0s
pacientes transplantados o comprometimento extra-hepatico pode levar a

complicacdes e sdo causa de 6bito precoce™®.

Prognadstico

A evolugcdo para o Obito estd relacionada a presenca de desnutricao,
doenca hepatica e insuficiéncia cortical adrenal. A morte prematura ocorre
devido a insuficiéncia hepética e/ou doencga aterosclerdtica acelerada,
secundaria a hiperlipidemia cronica apesar disso, os individuos com CESD
podem ter uma expectativa de vida normal, dependendo da gravidade das

manifestagdes da doenga3?:115130,
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A DLAL causa lesé@o hepética que, se ndo diagnosticada precocemente,
pode evoluir para cirrose e necessidade de transplante hepatico. Porém, por
tratar-se de uma doenca ultra rara, € pouco diagnosticada em nosso meio.
Sabe-se que 83% dos casos apresentam sintomas de doenca hepatica até 12
anos de idade e 66% cursam com insuficiéncia hepética e indicacdo de
transplante.

O Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (ICR-HCFMUSP) é um Servico de
referéncia para casos graves e complexos que vém encaminhados nao apenas
de S&o Paulo, mas de todo o Brasil, e seu Servico de Transplante Hepético
Pediatrico € um dos maiores Centros transplantadores de figado em criancas
do pais.

Visto que a DLAL apresenta possibilidade de tratamento com terapia de
reposicao enzimatica, € importante identificarmos a patologia e realizarmos o
diagnéstico correto destes pacientes para que eles possam se beneficiar do
tratamento existente, que tem se mostrado seguro e efetivo®132, Além disso, a
doenca pode recidivar no figado transplantado, sendo fundamental estabelecer

o tratamento enzimatico para evitar lesdo no enxerto hepatico®.
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1)

2)

3)

Identificar os pacientes com deficiéncia de lipase acida (DLA);
Estabelecer um protocolo de busca e identificacdo dos pacientes com
DLA para diagnéstico e tratamento precoce;

Através da identificacgdo do probando com DLA, realizar um
aconselhamento genético sobre a doenca e, se possivel, busca por

outros familiares acometidos.
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Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo de pacientes cirréticos
submetidos a transplante hepatico ou que estavam em fila de transplante,
aguardando o transplante hepatico, no ICR-HCFMUSP, no periodo de janeiro
de 2015 e julho de 2019.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica em Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) do HCFMUSP ( Plataforma Brasil CAAE: 37716214.6.0000.0068).

Participaram do estudo de pesquisa todos os pacientes acompanhados
no ambulatério de transplante hepatico, transplantados ou aguardando
transplante hepético, com diagndstico de cirrose hepética e sem etiologia
definida.

Os critérios de incluséo para o estudo foram:

e Ser acompanhado no Ambulatério de Transplante hepatico do ICR-

HCFMUSP

e Ter diagnéstico de cirrose ou ter sido transplantado por cirrose sem
etiologia definida (criptogénica)

Os critérios de excluséo foram:

e Ter diagnéstico etiolégico definido da doenca hepatica
¢ Nao assinar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

Para o diagnostico de cirrose, utilizou-se a presenca de bidpsia hepatica
com fibrose grau 4 ou presenca de sinais ao exame fisico e alteracdes nos
exames laboratoriais e de imagem que sugerissem a presenca de hipertensao
portal cirrética. Para se estabelecer o diagnodstico de cirrose criptogénica,
consideramos que 0 paciente passou por ampla investigacdo etiologica da

doenca hepatica, incluindo exames laboratoriais, como sorologias virais,
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dosagem de alfa-1-antitripsina, dosagem de ceruloplasmina e cobre urinério,
dosagem de auto anticorpos para doencas hepéticas autoimunes, eletroforese
de proteinas, dosagem de imunoglobulinas; exames de imagem, como
ultrassom de abdome com Doppler, colangioressonancia; biopsia hepética,
quando indicado; exames laboratoriais para diagnéstico de erros inatos do
metabolismo, como TANDEM e dosagens enzimaticas especificas, de acordo
com a suspeita diagndstica, e quando indicado.

ApOGs a assinatura do TCLE, foram realizadas as amostras de sangue
fixadas em papel filtro (DBS) para envio ao laboratorio de referéncia, onde
foram realizadas as analises.

Os testes de atividade da LAL e analises moleculares em DBS foram
realizados em Children’s Departmento of Laboratories em Seattle, Estados
Unidos.

Os testes de atividade de LAL foram realizados usando o método
descrito por Hamilton et al. em 2012: o palmitato de 4-metilumbeliferil foi usado
como substrato para determinar a atividade total da lipase; como o sangue total
possui outras lipases, Lalistat 2, um inibidor de LAL, foi adicionado a amostra
para medir a atividade da lipase pancreatica e, finalmente, a atividade de LAL
foi calculada. As unidades utilizadas foram pmole/h/spt.

Excepcionalmente, a dosagem enzimatica nos leucécitos do sangue foi
realizada no Laboratorio de Erros Inatos de Metabolismo de Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

O sequenciamento Sanger do gene LIPA foi realizado para todos os

pacientes com baixa atividade LAL4>147,
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De 1989, ano em que o Programa de Transplante Hepético Pediatrico foi
introduzido no Instituto da Crianca- ICR-HCFMUSP, até julho de 2019, foram
realizados 803 transplantes hepaticos pediétricos.

Do periodo de janeiro de 2015 a julho de 2019, um total de 224
pacientes foram submetidos a transplante hepético pediatrico. Neste periodo
foram coletados exames de 73 pacientes que eram acompanhados no
Ambulatério de Transplante Hepatico e que apresentavam cirrose hepatica de
causa desconhecida e que preencheram os critérios de inclusdo e exclusdo
preconizados no projeto; destes, 54 eram transplantados do figado e 19
aguardavam o transplante hepatico na fila de transplante.

Dos 73 exames colhidos, todos vieram a dosagem de enzima normal,
exceto em um paciente, que foi evidenciada atividade de enzima igual a zero,
compativel com DLAL no papel de filtro e foi repetido nos leucdcitos acrescente
o valor.

O estudo do gene pelo método de Sanger revelou variante do tipo
missense no gene LIPA (NM_000235.4):c.266T>C:p.(Leu89Pro) em
homozigose no paciente detectado. Esta variante ndo foi descrita no banco de
controles do Arquivo Brasileiro On-line de Mutacdes (ABraOM'°) e no banco

de controles mundiais The Genome Aggregation Database (gnomAD?*0).

Descricéo do Caso Clinico do Probando

O paciente masculino, segundo filho de um casal sadio e consanguineo
(mée G2P2A0; pais séo primos de 1° grau). Nasceu de parto ceséarea, a termo,
com peso de 3400g, em boas condicbes. A mae teve gestacdo sem

intercorréncais. Pai faleceu com 41 anos de Infarto agudo do miocardio.
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Com 4 meses de vida iniciou episédios de diarreia, com piora
progressiva; evoluiu com perda de peso progressiva e aos 8 meses foi
identificado “failure to thrive”. A pediatra que o acompanhava suspendeu o
aleitamento materno e iniciou formula de partida; como manteve baixo ganho
ponderal, as formulas foram posteriormente trocadas para férmula de soja e
posteriormente leite de cabra, sem melhora; introduzido Pregestimil, com
melhora da diarreia. Neste periodo foram colhidos exames laboratoriais, que
mostraram a presenca de hipercolesterolemia, e identificado hepatomegalia ao
exame fisico, sendo encaminhado para hepatologista. Passou em 12 consulta
com hepatologista com 2anos e 8 meses, apresentando peso= 10.100 g (p
<2.5) e estatura= 85 cm (p < 2.5). No exame fisico apresentava figado palpéavel
a7 cm do RCD e a 6 cm do apéndice xifoide, e a 3 cm do RCE, de
consisténcia firme. Baco ndo palpavel, sem ascite. Apresentava
desenvolvimento neuro-psicomotor normal; Laboratorialmente apresentava
alteracdo de enzimas hepdéticas: AST=87 (3x LSN), ALT=144 (4x LSN),
gamaGT= 59 (2x LSN), Fosfatase alcalina= 1014 (4x LSN), com funcao
hepatica preservada: TP=15 seqg, atividade= 76%, fator V=85%, fibrinogénio=
250, albumina=4 ; hemograma sem alteracdes, com HB=11,8 e HT=36;
glicemia de jejum=94 mg/dL e gasometria venosa normal; perfil lipidico
alterado: colesterol total = 428 mg/dL, LDL= 374 mg/dL, HDL= 16 mg/dL,
triglicerideos= 190 mg/dL.

Pela hipotese diagndstica de erro inato do metabolismo (Doenca de

deposito?), foi indicada a realizacdo de bidpsia hepatica, cuja microscopia
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Optica mostrou: arquitetura lobular preservada, espacos-porta alargados, as
custas de fibrose discreta, com emissao de septos; presenca de esteatose
microgoticular e agregados de macréfagos com microvacuolizacdo
citoplasmatica; discreta fibrose perivascular; achado sugestivos de doenca de
Niemann-Pick.

A microscopia eletrbnica mostrou imagens sugestivas de depositos de
cristais de colesterol nos hepatdécitos e histidcitos, compativeis com doenca de
acumulo de colesterol. A dosagem de esfingomielinase acida veio baixa (=53.9;
VR= 86-173) e Fosfatase acida= 37.1 (VR= 0.5-11), sendo feita a hipbtese
diagnostica de Niemann-Pick tipo B.

O paciente evoluiu com diarreia crbnica intermitente, baixo ganho
pondero-estatural e crises de broncoespasmo, tendo sido internado 3 vezes por
crises de broncoespasmo. Apresentava esplenomegalia (em torno de 2cm de
RCE) e sinais de cirrose. Realizada endoscopia digestiva alta (EDA), que
mostrou presenca de varizes de es6fago, com lesdes polipoides duodenais e
alteracdes da mucosa do duodeno sugestivas de depdsito de colesterol
(mucosa com pequenos noédulos de coloracdo amareladas), que se tornavam
confluentes e ocupavam toda a circunferéncia do 6rgdo nas demais porcdes
duodenais. A biépsia duodenal mostrou espessamento das vilosidades
intestinais pela presenca de numerosos histiocitos xantomatosos na lamina
prépria e em menor quantidade na submucosa; colhido coprologia funcional,
gue veio normal. Tomografia computadorizada de térax mostrou pneumopatia
intersticial com componente de vias aéreas, sugestiva de doenca de depdsito.
A espirometria mostrou distarbio ventilatorio restritivo. Ecocardiografia com

microbolhas veio positivo para a presenca de shunt intrapulmonar. A
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Gasometria arterial mostrou hipoxemia (PO2=68,7 e saturacdo de
02=93,6%), sugerindo presenca de sindrome hepatopulmonar. O paciente
evoluiu com progressdo da hepatopatia e descompensacédo da hipertenséo
portal; aos 13 anos apresentou pela primeira vez ascite e foi hospitalizado por
peritonite bacteriana espontanea (PBE), e aos 14 anos teve 2 internagdes por
ascite e desconforto respiratério. Em julho de 2005, com 14 anos, foi listado
para transplante hepatico, apresentando Modelo para doenca hepética cronica
em estagio final (MELD)= 17. Enquanto aguardava doador cadaver, iniciou
quadro de hipoxemia, e aos 17 anos foi relistado na fila de transplante hepatico
sob situacdo especial (pela Sindrome hepatopulmonar). Apresentou novo
episddio de PBE e evoluiu com insuficiéncia hepética, necessitando de
transplante.

Em fevereiro de 2010, com 18 anos, foi transplantado do figado através
de doador falecido. O anatomopatoldégico do explante apresentava cirrose
micronodular e aspectos caracteristicos da doenca, incluindo algumas fendas
em forma de agulha dentro das células de Kupffer microvacuoladas (Figura 1
AB e C).

Evolui com rejeicdo celular aguda no pos-transplante imediato,
controlada adequadamente com terapia especifica e sem deixar sequelas para
o enxerto. Foi transferido para o Instituto Central do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (IC-HCFMUSP) -
Unidade de Gastroenterologia e Hepatologia ainda em 2010, onde continuou
seu acompanhamento clinico com o Grupo de Transplante Hepatico de adultos.
No periodo pos-transplante evoluiu com normalizagdo dos valores da

quitotriosidase, mantendo niveis de LAL persistentemente baixos, hormalizacéo
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do perfil lipidico, com aumento de HDL, reducdo da esplenomegalia em
cerca de 50% e houve melhora acentuada do quadro respiratorio. Em 2012
apresentou rejeicdo celular aguda, com rapida evolugcdo para rejeicdo celular
cronica precoce ainda em 2012. Em 2015 apresentou elevacdo importante de
transaminases; realizada nova biopsia hepatica, que mostrou crbnica
ductpénica, evolugéo para fibrose, sem sinais sugestivos de recidiva da doenca

de base (Figura 1 D, E e F).

Figura 1. A- O explante hepético de 2010 revelou fibrose avancada em fase
cirrética micronodular (H&E, 25X). B- Grande numero de macréfagos
espumosos e levemente pigmentados eram visualizados em espacgos-porta
(H&E, 200X). C- Havia areas com esteatose microvesicular e mediovesicular
no figado, além de agregados de volumosas células de Kupffer xantomatosas
(H&E, 200X), as quais exibiam raras fendas finas (setas). D- Ductopenia em
trato portal devido a rejeicdo crbnica na bidpsia de 2015 (H&E, 200X), sem
evidéncia de recidiva da doenca de base. E- Componente de rejeicdo aguda
com inflamacé&o portal linfomononuclear leve (H&E, 100X) na mesma bidpsia.
F- Alteracbes epiteliais degenerativas em ducto biliar (H&E, 200X).
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Realizado em 2016 bidpsia duodenal, que mostrou inimeros macrofagos
xantomatosos na lamina prépria. Pela manutencdo da elevacdo de enzimas
hepéticas, indicado nova biépsia hepatica em 2017, que mostrou presenca de
muitos macréfagos xantomatosos dentro do trato portal, fiborose em ponte
acentuada (F3), rejeicdo crbnica e células sinusoidais espumosas raras,

sugerindo fortemente a recrudescéncia da doenca (Figura 2).

Figura 2. A- Amostra de mucosa duodenal realizada em 2016 exibia lamina
propria preenchida por células volumosas e perda parcial de glandulas (H&E,
50X). B- Abundante numero de macrofagos xantomatosos distribuidos
difusamente no coérion da mucosa duodenal (H&E, 200X). C- Aspecto
espumoso e microvacuolos no citoplasma dos numerosos macréfagos
duodenais, por vezes com nucleos picnéticos (H&E, 400X). D- Na panoramica
da bidpsia hepatica realizada em 2017, visualiza-se fibrose portal em fase de
transformacdo nodular (Picrossirius Vermelho, 10x). E- Havia mudltiplos
macrofagos portais espumosos (H&E, 400X) sugerindo provavel recidiva da
doenca de base no enxerto, além de sinais de rejeicdo crbnica e outras
alteracdes. F- Escassas células de Kupffer xantomatosas foram identificadas
em sinusoides (H&E, 500X).
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O diagndstico de DLAL foi confirmado apenas em 2017, aos 26 anos,
pela dosagem de enzimatica e pelo teste genético do gene LIPA e foi iniciado o
tratamento com Sebelipase alfa. Manteve alteracdo de enzimas hepéticas,
apesar das imunossupressao adequada, com evolucédo da fibrose do enxerto.
Biopsia de novembro/2018 mostrava rejeicdo cronica ductopénica, com
fibroseavancada associada a rejeicdo aguda tardia e presenca de agregados
macrofagicos e células de Kupffer xantomatosos, sugerindo recidiva da doenca
de base. Pela piora progressiva da funcdo hepatica, foi listado para
retransplante em setembro de 2019. Em novembro de 2019 foi hospitalizado
com quadro de encefalopatia associada a infecccdo, evoluindo para

insuficiéncia hepética. Foi retransplantado neste mesmo més, porém evolui

com complicagdes clinicas no pds-operatorio recente, indo a ébito aos 28 anos.
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O presente estudo destaca todas as dificuldades no diagnostico e
tratamento de uma condigao rara, como a DLAL. Apesar de ser referéncia em
transplantes de figado ao longo dos anos, o Brasil ainda carece de descricdes
de pacientes submetidos a tais procedimentos com deficiéncia de lipase &cida
lisossomal, o que continua sendo incomum. Adicionalmente, este caso
especifico foi identificado em nosso projeto de pesquisa de forma retrospectiva,
através da andlise dos niveis de LAL de 73 pacientes submetidos ou
aguardando transplante de figado sem causa conhecida, e em seguida
forneceu testes genéticos especificos capazes de confirmar esse diagnostico
raro.

Mesmo que o transplante hepético e a terapia de reposicdo enziméatica
com Sebelipase alfa (Kanuma®) possam ser oferecidos, o progndéstico desta
condicao ainda pode ser muito limitado se o diagndstico ocorrer tardiamente.
Embora seja dificil prever, é possivel que a evolucdo deste paciente teria sido
menos grave se o tratamento especifico com terapia de reposi¢cdo enzimatica
tivesse sido iniciado precocemente!*?,

O gene LIPA esta localizado no braco longo do cromossomo 10 no I6cus
10g23.31; existem 10 éxons no transcrito candnico
(ENST00000336233.5/NM_000235.4)1%1, que codifica uma proteina com 399
aminoacidos conhecida como LAL'2, A expressdo do gene LIPA ocorre em
diferentes tecidos, com o ARN correspondente sendo encontrado
principalmente em macrofagos, células de Kupffer e células de Hofbauer.

Variantes de perda de funcdo em LIPA tém sido associadas a deficiéncia

de LAL de padréo de heranca autossdmico recessivo; essa condi¢do rara, com
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uma prevaléncia estimada entre 1:50.000 e 1:350.000%°, pode ser dividida em
dois fendtipos: doenca de Wolman (principalmente devido a variantes
truncadas) e doenca de armazenamento de éster de colesterol (geralmente
relacionada a variantes missense que permitem alguma atividade enzimatica
residual)12-38.153,

A doenca de Wolman é tipicamente caracterizada por ma absor¢cédo nos
primeiros dias de vida, resultando em desnutricdo e acumulo de ésteres de
colesterol e triglicerideos em macréfagos hepéticos; com o tempo, a
hepatomegalia (com ou sem esplenomegalia) e calcificacbes adrenocorticais
podem levar a insuficiéncia hepatica e adrenal; em geral, a expectativa de vida
sem tratamento adequado (por meio de transplante de células-tronco precoce)
geralmente ndo ultrapassa 1 ano3%11°,

Os sinais da doenca de armazenamento de éster de colesterol
frequentemente comecam mais tarde, mas as vezes podem se manifestar
precocemente, semelhante a doenca de Wolman; a dislipidemia (com altos
niveis de LDL e baixos niveis de HDL), hepatosplenomegalia e elevacao das
transaminases sao frequentes, juntamente com falha no crescimento, anemia,
aterosclerose, cirrose, hipertensdo portal e outras complicacdes cronicas.
Embora a expectativa de vida seja variavel, hA um aumento no risco de
hepatocarcinoma (particularmente em pacientes cirréticos).

Existem mais de 140 variantes patogénicas/provavelmente patogénicas
em LIPA descritas no banco de dados ClinvVar, com pelo menos 39 variantes
missense diferentes; sendo que os residuos de aminoacidos Serl53, Asp324 e
His353 compfem o sitio ativo catalitico de LAL. A variante ¢.894G>A afeta o

splicing e esta presente em quase metade dos pacientes com doenca de
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armazenamento de éster de colesterol (a maioria de populacdes europeias); a
variante ¢.260G>T ocorre principalmente em individuos de origem judaica-
iraniana, a excecao desta variante, nenhum outro efeito fundador no gene LIPA
foi observado.

A variante do nosso paciente, LIPA (NM_000235.4): c.266T>C: p.
(Leu89Pro), foi relatada apenas uma vez no ClinVar, por um laboratorio
brasileiro; ela também esta ausente em grandes bancos de dados
populacionais, tanto globais (GnomAD) quanto locais (ABraOM). No entanto,
essa variante missense ja havia sido detectada em pelo menos 3 pacientes
brasileiros com DLAL (um deles também em estado de homozigose) quase dez
anos atras, o que poderia indicar um efeito fundador especifico do Brasil'>4,

Embora a confirmacdo molecular por meio do sequenciamento do gene
LIPA seja sempre recomendada, a dosagem de LAL em leucécitos, fibroblastos
ou sangue impregnado em papel filtro também pode ser uma maneira
alternativa de confirmar o diagndstico; a atividade enzimatica residual na
doenca de Wolman geralmente fica abaixo de 5%, mas pode variar entre 2 e
11% na doenca de armazenamento de éster de colesterol.

Casos tipicos sao frequentemente diagnosticados erroneamente como
doenca de Niemann-Pick tipo B. O diagndstico diferencial geralmente inclui
outras condi¢des, como doenca de Niemann-Pick tipo A doenca de Gaucher e
outras doencas de armazenamento lisossdmico, mas também pode-se
considerar hipercolesterolemia familiar e linfo-histiocitose hemofagocitica
familiar, bem como causas ndo genéticas de hepatosplenomegalia, como

DHGNA.
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Além do tratamento de suporte, classicamente, o0s transplantes
hepéticos e transplante precoce de células-tronco hematopoiéticas eram as
Unicas opcdes terapéuticas; no entanto, recentemente, TRE com Sebelipase
alfa (Kanuma®) tornou-se disponivel para o tratamento tanto da doenca de
Wolman quanto da doenca de armazenamento de éster de colesterol. Apos a
aprovacao pela FDA (Federal Drug Administration) em 2015 e no Brasil pela
ANVISA ( Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) em 2023, com uma dose
de 1 mg/kg de peso corporal a cada duas semanas, a TRE com Sebelipase alfa
tornou-se uma ferramenta importante para melhorar a qualidade de vida em
pacientes com doenca de armazenamento de éster de colesterol e, ainda mais,
para prolongar a sobrevivéncia de pacientes com doenca de Wolman. Embora
as evidéncias empiricas ainda sejam minimas, estudos indicaram que a
melhoria precoce e rapida de lesdes hepéticas e anormalidades lipidicas foram
sustentadas em criancas com mais de 4 anos que receberam TRE com
Sebelipase alfa, sem progressdo da doenca hepatica por até 5 anos, adiando
ou até mesmo descartando a necessidade de um transplante de
fl’gad0155,156,157,158.

Na América Latina, ha uma descrigdo de dois irmaos colombianos de 5 e
7 anos diagnosticados com DLAL e iniciados com terapia de reposi¢céo
enzimatica, o que levou a uma reducdo nas enzimas hepaticas AST e ALT,
juntamente com um leve aumento no colesterol HDL!®®, No entanto, ainda é
dificil prever o acompanhamento a longo prazo desses pacientes.

Em decorréncia do numero limitado de individuos afetados com
variantes bialélicas em LIPA, sdo necessarios mais casos para estabelecer a

correlacao genotipo-fenétipo nas condicdes relacionadas a DLAL.
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1)

2)

3)

No presente estudo de 73 pacientes (54 submetidos a transplante
hepético e 19 na lista de espera para transplante) foi identificado apenas
um paciente com DLAL;

O diagnéstico desta doenca € ainda muito tardio, pois o paciente afetado
foi confirmado aos 26 anos de idade, 8 anos apds o transplante
hepatico, apesar de sintoma ter iniciado desde 4 meses de idade com
evolugdo progressiva do acometimento hepatico;

Nos pacientes com hepatomegalia, elevacdo de enzimas hepaticos e
dislipidemia deve ser incluido o diagndstico da DLAL. A dosagem
enzimatica de LAL e sequenciamento do gene LIPA séo essenciais para

confirmacéo diagnéstica;

4) A variante encontrada c.266T>C:p (Leu89Pro) em homozigose no gene

5)

6)

LIPA encontrada em nosso paciente pode se mostrar um efeito
fundador especifico de nossa populacdo e justifica investigacdo
adicional;

Este estudo demonstra que a deficiéncia de lipase &cida lisossémica e
outras doencas de depdsito lisossébmico devem ser consideradas em
criangas submetidas a transplante de figado, especialmente aquelas
sem causa conhecida para insuficiéncia hepatica;

O diagndstico precoce e tratamento adequado com Sebelipase alfa

podem melhorar o prognostico desta doenca;

7) O aconselhamento genético é importante a familia, pois apesar de muito

rara apresenta padrdo de heranga autossOmica recessiva e 0 risco de

recorréncia para futura prole do casal é de 25%.
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