Giornale Italiano dell’Arteriosclerosi 2016; 7 (2): 45-53

AGGIORNAMENTO

RIDOTTA ATTIVITA DELLA UIPASI
ACIDA USOSOMIALE:

UN POSSIBILE RUOLO
PATOGENETICO NEWLA NAFLD-

Reduced activity of lysosomal acid lipase:
a possible role in the patogenesis of NAFLD-

MARIA DEL BEN, LICIA POLIMENI, FRANCESCO BARATTA?,
SIMONA BATTAGLIA, DANIELE PASTORIZ, FRANCESCO ANGELICO?

'Dipartimento di Medicina Interna e Specialita Mediche,
“Dipartimento di Scienze Anatomiche, Istologiche, Medico legali e dell’Apparato Locomotore;
3Dipartimento di Sanitd Pubblica e Malattie Infettive, Sapienza Universita, Roma

SUMMARY

Lysosomal Acid Lipase (LAL) is a hydrolase that plays a key role in intra-cellular cholesterol trafficking.
Areduced LAL activity promotes an increased lysosomal cholesterol esters storage, as observed in two
recessive autosomal genetic diseases. Wolman disease is characterized by total LAL deficiency and has
an early onset phenotype with rapid multi-organ failure. Cholesterol ester storage disease (CESD) may
develop during childhood and adulthood and has a less severe phenotype characterized by accelerated
atherosclerosis, dyslipidemia and fatty liver rapidly progressing to fibrosis and cirrhosis.

The natural history of LAL deficiency in adults is not well defined and the diagnosis is often incidental.
LAL deficiency has been suggested as a possible unrecognized cause of dyslipidemia and fatty liver.
Therefore, non-obese patients with unexplained persistent elevation of serum liver enzymes and LDL
cholesterol should be tested for LAL deficiency.

Recently, a reduced LAL activity was reported in adult subjects with non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) suggesting a possible role of LAL in the pathogenesis and progression of the disease.
However, whether low LAL activity contributes to liver damage progression, or is itself a consequence
of liver failure is still unknown. A better knowledge of the role of LAL may provide new insights in the
pathogenesis and progression of NAFLD.

Key words: Lysosomal Acid Lipase, Wolman disease, Cholesterol ester storvage disease, Dyslipidemia,
Non-alcoholic fatty liver disease.
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rizza per la presenza di accumulo di esteri
del colesterolo e trigliceridi in numerosi
tessuti (1). La mutazione pitt comune ¢ la
variante E8SJM, che nell'unico studio con-
dotto nella popolazione generale, presenta
una frequenza allelica combinata stimata
di 0,00025 nella popolazione tedesca, ov-
vero 1 portatore ogni 200 individui (2). 11
difetto di LAL e alla base di un disordine
eterogeneo che si puo presentare con due
fenotipi differenti: la malattia di Wolman e
la malattia da accumulo degli esteri di co-
lesterolo (CESD) (3, 5) (Figura I).

La malattia di Wolman esordisce preco-
cemente durante il sesto o settimo mese
di vita e porta rapidamente a morte, tanto
che solo raramente i piccoli pazienti rie-
scono a sopravvivere oltre il primo anno
di eta. I neonati con difetto di LAL mostra-
no una crescita ritardata, associata a segni
di malassorbimento, epatosplenomegalia,
severa disfunzione epatica, anemia rapida-
mente progressiva ed insufficienza multi-
organo; le calcificazioni surrenaliche sono
il segno patognomonico della malattia di

Wolman. In questi pazienti, 'attivita della
LAL ¢ quasi nulla.

La CESD e la forma clinica che insorge
piu tardivamente, potendosi manifestare
durante linfanzia, 'adolescenza o in eta
adulta, con un’eta, alla presentazione clini-
ca della malattia, che puo variare da 5 a 44
anni o anche pitl. Si presenta con steatosi
epatica, elevati livelli di aminotransferasi,
epatomegalia e dislipidemia. Quest’ultima,
caratterizzata da elevati livelli di coleste-
rolo LDL e da bassi valori di colesterolo
HDL, con o senza rialzo dei trigliceridi,
¢ di comune riscontro, e spesso i pazien-
ti gia alla diagnosi, presentano un’atero-
sclerosi clinicamente evidente. Poiché le
manifestazioni cliniche della CESD sono
poco caratteristiche, la diagnosi € spesso
occasionale (6). Il fenotipo clinico e la se-
verita della malattia, sono molto variabili e
dipendono dall’attivita enzimatica residua
che di solito € inferiore al 12%.

La relazione tra il deficit di LAL e le
corrispettive alterazioni istologiche ¢ sta-
ta, finora, studiata solo in soggetti con dia-
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Figura | - Fenotipi di deficit genetici di lipasi acida lisosomiale.
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gnosi di CESD o di malattia di Wolman. I
campioni istologici, fissati in paraffina, si
caratterizzano principalmente per una dif-
fusa e omogenea steatosi prevalentemente
microvescicolare (6). Carattere distintivo
di CESD e il reperto di cristalli di esteri di
colesterolo, visibili con luce polarizzata in
campioni congelati. La presenza di catep-
sina D luminale e di markers di membra-
na lisosomiale (quali le proteine LAMP 1
e LAMP 2 associate alla membrana lisoso-
miale e la proteina integrale di membrana
lisosomiale di tipo 2 intorno ai vacuoli li-
pidici), conferma I'accumulo lipidico intra-
lisosomiale (7). Un altro reperto istologi-
co comune nella CESD ¢ la presenza di
macrofagi con accumulo intracellulare di
sostanza ceroide. La presenza di quest’ul-
timo reperto nei lisosomi dei macrofagi,
ma non in quelli degli epatociti, conferma
la diagnosi di CESD.

La LAL € un enzima chiave per il me-
tabolismo intracellulare dei lipidi; essa &
responsabile dellidrolisi intra-lisosomiale
degli esteri di colesterolo e dei trigliceridi
a colesterolo libero ed acidi grassi (8). Di
conseguenza, la riduzione dell’attivita en-
zimatica determina un accumulo intra-liso-
somiale di lipidi e, quindi, una riduzione
di colesterolo libero nel citosol (9). Questa
situazione puo incrementare lattivita del
fattore di trascrizione SREBPs (sterol re-
gulatory element binding protein), che ha
il compito di promuovere la lipogenesi e la
sintesi del colesterolo e delle VLDL. Con-
temporaneamente, si verifica anche una
riduzione dell’espressione dei recettori X
epatici (LXRs), determinando cosi una ri-
duzione dell’efflusso di colesterolo e della
produzione di HDL (Figura 2).

Le alterazioni dei lipidi plasmatici sono
state inizialmente descritte nei pazienti
con alterazioni del gene LIPA in omozi-
gosi. Le piu evidenti modifiche del profi-
lo lipoproteico consistono nella presenza

Epatocita

Figura 2 - Metabolismo lipidico intracellulare nel deficit di LAL.
In presenza di deficit di attivita della LAL, si verifica un accumulo
di esteri di colesterolo all'interno dei lisosomi, con conseguente
diminuzione del colesterolo libero citosolico. Cio stimola T'attivita
della HMGCoA-R (con conseguente sintesi di colesterolo) e I'au-
mento dell’espressione dei recettori LDL e dell’attivita del’ACAT
(con conseguente aumento della produzione di VLDL-C). Si ha
inoltre una riduzione della sintesi di ABCA1 con diminuita produ-
zione di HDL nascenti.

di una dislipidemia di tipo IIa o di tipo IIb
associata a riduzione dei valori del coleste-
rolo HDL. In questi pazienti, la dislipide-
mia si associa ad un accelerato processo di
aterosclerosi. Pertanto, in presenza di una
dislipidemia di tipo IIa, € molto importan-
te ma non sempre facile, porre la diagnosi
differenziale con lipercolesterolemia fa-
miliare eterozigote. Una storia familiare
positiva per malattie cardiovascolari pre-
coci e/o per ipercolesterolemia depone a
favore di una diagnosi di ipercolesterole-
mia familiare; al contrario, in assenza di
criteri diagnostici per I'ipercolesterolemia
familiare, si potrebbe sospettare un difetto
di LAL (Tabella 1).

Le alterazioni dei lipidi sierici sono
state descritte anche nei pazienti eterozi-



Maria Del Ben, Licia Polimeni, Francesco Baratta et al.

48

Tabella | - Diagnosi differenziale tra deficit di LALU € altre condizioni cliniche.

Sindrome

Deficit di LAL* Malattia di Wilson = NAFLD/NASH** ; FCH*** HeFH#
metabolica
LDL-c |1 1 1
HDL-c || | |
ALT ! ! !
Altro Steatosi epatica | Interessamento del Steatosi epatica 1 BMIS Fenotipo | Mutazione
(microvescicolare | sistema nervoso centrale 1 Glicemia variabile genetica
0 mista) 1 Rame nel fegato M Trigliceridi nel tempo | confermata
{ Ceruloplasmina | HDL-C
1 Pressione
arteriosa

*LAL: Lipasi acida lisosomiale

*NAFLD/NASH: Steatosi epatica non alcolica/steatoepatite non alcolica
***FCH: Iperlipidemia familiare combinata

#HeFH: Ipercolesterolemia familiare eterozigote

§BMI: Indice di Massa Corporea

goti per la mutazione del gene LIPA. Una
recente pubblicazione in pazienti con dif-
ferenti mutazioni ha confermato un incre-
mento del colesterolo LDL e una riduzione
del colesterolo HDL (6); In alcuni pazienti
inoltre veniva documentato un processo di
aterosclerosi precoce.

E stato ipotizzato che variazioni di attivita
della LAL possano contribuire all'ateroscle-
rosi. E noto infatti che I'eccesso di esteri di
colesterolo assunti dai macrofagi a seguito
di processi di ossidazione lipidica puo pro-
durre un accumulo di colesterolo libero
allinterno dei lisosomi con conseguente
inibizione della LAL e deposito citoplasma-
tico di esteri di colesterolo (10, 11). Recen-
temente, in uno studio condotto in Messico,
¢ stata descritta 'associazione di due poli-
morfismi del gene LIPA con suscettibilita
per malattia coronarica precoce (12).

Una riduzione di attivita della LAL do-
vrebbe essere sospettata sempre nei sog-
getti non obesi, con una diagnosi di NAFLD
e/o cirrosi criptogenetica, inspiegabili livel-
li persistentemente elevati di transaminasi
e/o con alti livelli di colesterolo LDL e bas-
so colesterolo HDL. E importante, inoltre,
che venga effettuata un’accurata anamnesi

per escludere potenziali fattori che contri-
buiscono alla steatosi, come infezioni virali,
abuso alcolico e la presenza di ipercoleste-
rolemia familiare (7).

In questi soggetti, € possibile misurare
l'attivita della LAL usando il dried blood
spot (DBS) test, un test semplice e poco
costoso che determina I'attivita enzimatica
su spot ematico, sottraendo all’attivita del-
la lipasi totale quella ottenuta dopo 'addi-
zione di uno specifico inibitore della LAL
(Lalistat 2) (13). Tutti i pazienti con una
marcata riduzione dell’attivita della LAL
(20,4 nmol/spot/h) al test DBS andreb-
bero studiati per la ricerca delle mutazioni
del gene LIPA.

La steatosi epatica non alcolica

Con il termine di steatosi epatica non
alcolica (NAFLD) si indica un insieme di
patologie accomunate dalla presenza di
accumulo eccessivo di grasso epatico, in
assenza di infezione virale cronica e abu-
so di alcool. La NAFLD ¢ la pitt comune
patologia epatica. Si stima che la prevalen-
za nella popolazione generale sia circa il
20-30%, giungendo sino a valori del 70-90%
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nella popolazione obesa o diabetica (14).

La NAFLD, nelle fasi iniziali, si presen-
ta con un quadro di steatosi semplice, il cui
principale reperto istologico € la presenza
di steatosi prevalentemente macrovescico-
lare in almeno il 5% degli epatociti; in alcu-
ni casi, la steatosi semplice evolve in stea-
to-epatite non alcolica (NASH), nella quale
al quadro istologico di steatosi, si aggiun-
gono segni di degenerazione palloniforme
degli epatociti e di infiammazione con pro-
gressivo aumento della fibrosi. In passato,
la NAFLD era considerata una condizione
benigna; tuttavia, recenti evidenze sugge-
riscono una prognosi meno favorevole, a
causa della possibile evoluzione in cirrosi,
epatocarcinoma ed insufficienza epatica
(15). Oggi, la NAFLD e ritenuta la princi-
pale causa di cirrosi criptogenetica, la cui
prevalenza sta crescendo negli ultimi anni,
soprattutto in pazienti con storia di obesita
e di diabete di tipo II. La NAFLD é la terza
indicazione per il trapianto di fegato negli
USA e si prevede che nei prossimi anni
superera per frequenza l'epatite da virus
C e l'epatite alcolica, diventando la prima
causa di trapianto di fegato (16).

Alla NAFLD concorrono numerosi fat-
tori patogenetici che favoriscono I'accu-
mulo di lipidi negli epatociti e, in una quota
di pazienti, lo sviluppo di processi fibrotici
(17, 18). Tra di essi, I'insulino-resistenza,
lo stress ossidativo e l'infiammazione di
basso grado sostenuta dalla produzione
di citochine derivanti dal grasso viscera-
le. Tuttavia, i meccanismi patogenetici
alla base della progressione della steatosi
semplice verso la NASH e la cirrosi non
sono ancora del tutto chiariti, né si hanno
a disposizione strumenti per poter predire
I'evoluzione della NAFLD.

Studi prospettici suggeriscono che la
prima causa di morte nei pazienti con dia-
gnosi di NAFLD sia rappresentata dalle
patologie cardiovascolari (19). Lateroscle-

rosi € molto frequente in questi soggetti e
molti di loro, prima ancora del sopraggiun-
gere delle complicanze epatiche, svilup-
pano in particolare la malattia coronarica
(20). Larelazione tra NAFLD e rischio car-
diovascolare € stata a lungo indagata (21,
22); traivari meccanismi patogenetici pro-
posti, € stato suggerito che la NAFLD, so-
prattutto nella sua fase pitt avanzata, possa
essere di per sé uno stimolo per il rilascio
di fattori pro-aterogeni responsabili dell’in-
sorgenza di malattie cardiovascolari (23).

Un’altra possibile spiegazione dell’e-
levato rischio cardiovascolare di questi
pazienti, potrebbe essere la frequente as-
sociazione esistente tra la steatosi e molte
condizioni pro-aterogene. Tra i markers
strumentali di aterosclerosi presenti nei
pazienti con NAFLD, spiccano 'aumenta-
to spessore medio-intimale carotideo e la
disfunzione endoteliale (24).

Altro elemento da considerare ¢ la fre-
quente associazione della steatosi sem-
plice, e in particolare della NASH, con di-
sordini metabolici, quali la dislipidemia, il
diabete di tipo II e 'obesita centrale (25,
27). Laccumulo di grasso a livello epatico
sembra essere la principale conseguenza
di una condizione di insulino-resistenza
strettamente correlata alla sindrome me-
tabolica, condizione altamente pro-atero-
gena, che coinvolge circa il 20% della po-
polazione non diabetica (28).

Secondo la piu tradizionale “two hit
hypothesis”, ovvero la “teoria dei due in-
sulti”, la steatosi semplice e la NASH
vengono considerate come un continuum
nosologico ed istologico, con progressivo
aumento della gravita della fibrosi epati-
ca. In particolare, secondo questa teoria,
il “primo insulto” sarebbe rappresentato
dalla condizione di insulino-resistenza, re-
sponsabile dell’accumulo di lipidi a livello
epatico, mentre il “secondo insulto”, da
cui deriverebbe il passaggio da NAFLD a
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NASH, dipenderebbe dallo stress ossida-
tivo (29). Pitt recentemente, € stata pro-
posta un’interpretazione patogenetica pilt
complessa (“multiple parallel hits hypothe-
sis”), secondo la quale molti insulti, tra i
quali principalmente I'insulino-resistenza,
la presenza di varianti geniche, lo stress
ossidativo e l'alterazione del microbiota
intestinale, agiscono contemporaneamen-
te sul fegato, determinando infiltrazione
lipidica e infiammazione (Figura 3) (30).
Resta ancora da chiarire se sia la sin-
drome metabolica a promuovere la stea-
tosi mediante linsulino-resistenza, o se
sia la NAFLD ad indurre iperinsulinemia
tramite un difettoso meccanismo di degra-
dazione dell'insulina. L'opinione corrente
suggerisce un legame bidirezionale tra
la NAFLD e la sindrome metabolica (22).

Tuttavia, non tutti i casi di NAFLD sono
caratterizzati da insulino-resistenza; infat-
ti, non tutti i soggetti con sindrome me-
tabolica sviluppano la NAFLD, cosi come
non tutti i soggetti con NAFLD sviluppe-
ranno la sindrome metabolica.

Stato attuale della ricerca sul ruolo
della LAL nella NAFLD

Pochi studi hanno valutato finora I'at-
tivita della LAL in campioni rappresen-
tativi di soggetti sani o di pazienti con la
NAFLD; pertanto, la prevalenza delle mu-
tazioni del gene LIPA nei soggetti con la
NAFLD e sconosciuta. Il nostro gruppo
ha, recentemente, dimostrato per la prima
volta una ridotta attivita della LAL nei pa-
zienti con la NAFLD (31). Lattivita della
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Figura 3 - Principali meccanismi fisiopatologici nella NAFLD.
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LAL risultava significativamente ridotta in
240 pazienti con la NAFLD rispetto a quel-
la di 100 soggetti sani [0,78 (0,61-1,01) vs
1,15 (0,94-1,72) nmol/spot/h, p<0,001].
Una riduzione ancor pill marcata si osser-
vava nei pazienti con la NASH diagnostica-
ta istologicamente [0,67 (0,51-0,77) nmol/
spot/h, p<0,001 vs soggetti sani; p<0,001,
traigruppil. Inoltre, i pazienti con NAFLD
che presentavano l'attivita enzimatica al di
sotto della mediana avevano valori piu ele-
vati di colesterolo totale sierico (p<0,05) e
colesterolo LDL (p<0,05), e piu alti livelli di
transaminasi e gamma-GT (ALT, p<0,001;
AST, p<0,01; GGT, p<0,01) (Figura 4).

Pertanto, la riduzione di attivita della
LAL, anche in assenza di malattie geneti-
che, sembra associarsi allo sviluppo di di-
slipidemia e soprattutto di steatosi epatica
con andamento progressivo. Inoltre, sulla
base delle nostre osservazioni, € possibile
ipotizzare che la riduzione dell’attivita del-
la LAL, oltre che un fattore predisponente
per lo sviluppo della NAFLD, possa esse-
re considerata come un ulteriore mecca-
nismo fisiopatologico per la progressione
verso la NASH e la cirrosi criptogenetica.
In ogni caso, il riscontro di steatosi epa-
tica e di NASH in soggetti non obesi con
associata dislipidemia, dovrebbe indur-
re ad effettuare la diagnosi differenziale
tra difetti genetici di LAL e le altre cause
metaboliche di NAFLD, quali la sindrome
metabolica, il diabete di tipo II, I'ipertrigli-
ceridemia e 'obesita centrale.

Al momento non ci sono dati certi sulla
modulazione dell’attivita della LAL in vivo
ed in particolare, non sono ancora noti i
fattori epigenetici e metabolici in grado
di regolarne T’attivita nei soggetti che non
presentano mutazioni omozigoti del gene
LIPA. Non ¢ noto, ad esempio, se un inter-
vento su fattori di rischio cardio-metabo-
lici modificabili, tipicamente associati alla
NAFLD, come la sindrome metabolica, il
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Figura 4 - Attivita della LAL in soggetti sani di controllo ed in

pazienti con NAFLD o con NASH (da Ref. 31).

sovrappeso, o lo stress ossidativo, possa
incidere in modo favorevole sulla modu-
lazione dell’attivita di LAL. Infine, rimane
ancora da chiarire se 'eventuale miglio-
ramento dell’attivita enzimatica possa tra-
dursi in una riduzione del grasso epatico
nei pazienti con NAFLD.

Recentemente, Burton e collaboratori
(32) hanno dimostrato come, in pazienti
con deficit genetico di LAL, il trattamento
con terapia enzimatica sostitutiva (Sebeli-
pase-alfa) per 20 settimane sia in grado di
ridurre il grasso epatico valutato con la ri-
sonanza magnetica. E interessante osser-
vare che, i pazienti trattati mostravano an-
che un miglioramento degli enzimi epatici
e dell’assetto lipidico.

La terapia enzimatica sostitutiva potra
essere impiegata in primo luogo nei pazien-
ti con malattia di Wolman e con CESD nei
quali il trattamento risulta essere salvavita.
Tuttavia, alla luce dei risultati del recente
trial clinico con la Sebelipase-alfa, si puo ipo-
tizzare che la modulazione dell’attivita della
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LAL possa diventare in futuro un possibile
nuovo target terapeutico anche in condizio-
ni di meno gravi riduzioni di attivita della
LAL. Cio potrebbe riguardare soprattutto i
pazienti con forme pit avanzate di NAFLD,
come quelli con la NASH o la cirrosi crip-
togenetica per i quali, attualmente, non vi

sono terapie efficaci (33). Infine, la misu-
razione dell’attivita della LAL nei pazienti
con NAFLD potrebbe avere importanza,
non solo ai fini di un possibile trattamento,
ma anche per una migliore identificazione
di pazienti con un maggiore rischio di pro-
gressione della malattia epatica.

Glossario

ACAT: acilCoA-colesterolo acil transferasi.
ABCA1: ATP-binding cassette transporter Al.
CESD: cholesterol ester storage disease

DBS: dried blood spot.

Gene LIPA: gene per la lipasi acida lisosomiale.
HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol
HMG-CoA-R: hydroxymethylglutaryl-coenzyme A

LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol.

LDLR: low-density lipoprotein receptor.

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease.

NASH: non-alcoholic steatohepatitis.

PNPLAS3: patatin like phospholipase domain
containing 3.

SREBPs: sterol regulatory element binding

reductase. proteins.
LAL: lysosomal acid lipase. VLDL-C: very-low-density lipoprotein
LAMP: proteina associata alla membrana lisosomiale. cholesterol.

RIASSUNTO

La lipasi acida lisosomiale (LAL) € un enzima coinvolto nel metabolismo intracellulare dei lipidi. Una riduzione di attivita
della LAL causa un accumulo in eccesso di esteri di colesterolo e di trigliceridi nei lisosomi, come si osserva in due
malattie genetiche autosomiche recessive. La malattia di Wolman, caratterizzata da attivita enzimatica nulla, presenta
un esordio molto precoce con una grave compromissione multi-organo. La malattia da accumulo di esteri di colesterolo
(CESD) puo manifestarsi durante I'infanzia e I'eta adulta con un fenotipo meno grave, caratterizzato dalla presenza di
dislipidemia, arteriosclerosi accelerata e steatosi epatica in rapida evoluzione verso la fibrosi e la cirrosi.

La storia naturale della deficienza di attivita della LAL € poco definita e la diagnosi & spesso casuale. Il difetto di
attivita della LAL ¢ stato indicato come una possibile causa non riconosciuta di dislipidemia e di steatosi epatica.
Pertanto, I'attivita della LAL dovrebbe essere misurata nei soggetti non-obesi che presentano una inspiegabile e
persistente elevazione degli enzimi epatici e della colesterolemia. Recentemente, una riduzione di attivita della LAL e
stata osservata in soggetti adulti con steatosi epatica non-alcolica (NAFLD) suggerendo un possibile ruolo della LAL
nella patogenesi e progressione del fegato grasso. Tuttavia, non € ancora chiaro se la bassa attivita della LAL € una
condizione che favorisce la progressione del danno epatico o piuttosto una conseguenza del danno stesso.

Parole chiave: Lipasi acida lisosomiale, Malattia di Wolman, Malattia da accumulo di esteri di colesterolo, Dislipidemia,
Steatosi epatica non-alcolica.
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