Originales

Comparacion de dos ensayos funcionales del
receptor de lipoproteinas de baja densidad para
el diagnostico de la hipercolesterolemia familiar
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Fundamento. La causa mds comun de
hipercolesterolemia familiar es la deficiencia del
receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL).
La determinacion de su actividad en el laboratorio
es dificultosa, por lo que se rehidye y, en la mayoria
de los casos, los criterios clinicos son suficientes
para el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad. Por otra parte, la bisqueda de
mutaciones en el gen del receptor, aunque permite
establecer con alta probabilidad de acierto la causa
de la enfermedad, puede ser en vano cuando la
causa de la hipercolesterolemia no reside en el
receptor, por lo que sigue siendo necesaria la
caracterizacion bioquimica del rLDL.

Métodos. Con esta finalidad se aislaron células
mononucleares de sangre periférica de individuos
con hipercolesterolemia, se incubaron en un medio
libre de colesterol para estimular mdximamente la
expresion del rLDL y se determin la captacion de
LDL marcadas con el fluorocromo 1,1-dioctadecil-
3,3,3",3-tetrametilindocarbocianina (Dil-LDL)
mediante citometria de flujo, expresdndose los
resultados de B, ;, de “captacién de Dil-LDL” en
porcentaje respecto al control. Al mismo tiempo, se
estudi6 la capacidad de las LDL para revertir la
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inhibicién de la proliferacion producida por la
lovastatina in vitro, calculdndose la “tasa de
recuperacion por LDL”.

Resultados. Cualquiera de los métodos permitid
distinguir claramente los pacientes con HF
homozigota de los heterozigotos. Estos ltimos
presentaban disminuidas la “captacién de
Dil-LDL” (60,3 £ 1,5%) y la “tasa de recuperacién
por LDL” (56,4 + 4,5%) con respecto a los
controles. En conjunto, ambos pardmetros estdn
correlacionados pero existen casos que se alejan
de este comportamiento, como los heterozigotos
con defecto en la internalizacidn y las alteraciones
que no afectan al rLDL.

Conclusion. Por tanto, ambos métodos son
complementarios y permiten un diagndstico fiable
de la hipercolesterolemia.

Palabras clave:
Receptor de LDL. Hipercolesterolemia familiar. Citometria de
flujo. Dil. Proliferacién celular.

COMPARISON OF TWO FUNCIONAL
LDL-RECEPTOR ASSAYS FOR THE DIAGNOSIS
OF FAMILIAR HYPERCHOLESTEROLEMIA

Background. LDL receptor (LDLr) deficiency is
the most common cause of familial
hypercholesterolemia (FH). The analysis of LDLr
activity is time consuming and has many
difficulties which, together with that hereditary
trait and clinical criteria are often enough for its
diagnosis and treatment, are the reasons for not
being generally carried out in the laboratory.
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Identification of mutations in the LDLr gene is
valuable and allows to establish the cause of the
disease, but it may be in vain if the cause of the
hypercholesterolemia does not reside in the LDLr.
For this reason, the analysis of LDLr activity is still
required for the biochemical characterisation of
the disease. With this aim, in the present study we
comparatively employed two functional assays for
the analysis of the LDLr activity.

Methods. Mononuclear cells from patients with
hypercolesterolemia were isolated from whole
blood and incubated in a cholesterol free medium
to maximally stimulate the expression of the LDLr
and the uptake of Dil-labelled LDL was analysed
by flow cytometry. The results were expressed as
“uptake of Dil-LDL” and are given as percent of
Bmax of the control. In parallel we also analysed
the ability of LDL to prevent the lovastatin-induced
inhibition of cell proliferation, and the results were
expressed as the “rate of recovery by LDL”.

Results. Whichever of the methods employed
allowed the clear distinction of patients
homozygous from those heterozygous for familial
hypercholesterolemia (FH). The latter ones showed
an uptake of Dil-LDL (60.3 + 1.5%) and a rate of
recovery (56.4 +4.5%) approximately half of those
in the controls. In the whole group of individuals
studied, these parameters were well correlated one
to each other but there were some exceptions, as
an heterozygote with an internalization defect in
the LDLr and a case in whom the alteration did not
affect the LDLr protein but the intracellular
processing of LDL lipids.

Conclusions. Thus, both methods are
complementary and allow a trustworthy diagnosis
of hypercholesterolemia.

Key words:
LDL receptor. Familial hypercholesterolemia. Flow cytometry.
Dil. Cell proliferation.

Introducciéon

El receptor de lipoproteinas de baja densidad
(rLDL) es una glucoproteina presente en la mem-
brana celular de la mayoria de los tejidos, que per-
mite el reconocimiento y la captacién especifica de
las LDL —principal transportador de colesterol en
plasma en humanos- facilitando su posterior de-
gradacion lisosomal'?. La actividad de este recep-
tor determina los valores plasmdticos de colesterol
ligado a LDL (cLDL)’ siendo responsable de mds
del 70% de la eliminacién de las LDL plasmdticas,
proceso que principalmente ocurre en el higado,
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donde tiene una elevada presencia. Mutaciones en
el gen que codifica para el rLDL causan la hiperco-
lesterolemia familiar (HF)? que es una enfermedad
monogénica autosémica codominante que se ca-
racteriza clinicamente por una concentracién séri-
ca de cLDL elevada, la aparicion de xantomas ten-
dinosos y enfermedad coronaria prematura’*. La
prevalencia de esta enfermedad es elevada, esti-
mdndose que un 0,2% de la poblacién presentan al-
giin alelo afectado, siendo en forma homozigota
tan sélo de 1:1.000.000% la hipercolesterolemia en
estos pacientes es mucho mds intensa que en los
heterozigotos, siendo las complicaciones arterios-
clerdticas muy prematuras y frecuentes, por lo que
sin un tratamiento intensivo para disminuir la con-
centracion plasmética de cLDL, como la aféresis de
LDL3®, estos pacientes rara vez alcanzan la edad
adulta*. Hasta la fecha se ha caracterizado un gran
nimero de mutaciones en el gen del rLDL’, muta-
ciones que dan lugar a cinco clases de defectos fun-
cionales'*% y que pueden afectar a la sintesis, el
transporte intracelular, la unién del ligando, la in-
ternalizacion y el reciclaje del receptor. De acuerdo
con el defecto molecular, la internalizacidon neta de
LDL por las células se encuentra reducida en las
cinco clases de defectos, mientras que la unién de
las LDL lo estd en todas las clases menos en la cla-
se 4'4 1o que permite la distincion funcional de la
clase 4 del resto de fenotipos.

Por otro lado, la presencia de receptores funcio-
nales en las células es requerida para una correcta
provisién de colesterol a partir de las LDL'. Este
hecho se pone de manifiesto, principalmente, en
las células proliferantes que presentan unas eleva-
das demandas de colesterol'''*. Por tanto, si se in-
hibe la sintesis de colesterol, las células dependen
de la utilizacién del colesterol de las lipoproteinas
para poder mantener un crecimiento normal®. A
este respecto, las LDL son muy eficaces a la hora
de revertir la inhibicién de la proliferacion de linfo-
citos inducida por estatinas —inhibidores competi-
tivos de la HMG-CoA reductasa— pero no asi cuan-
do las células no expresan el receptor para estas
lipoproteinas'®!’. Esta aproximacion -utilizacion
del cLDL para mantener la proliferacién en células
sometidas a la accién de estatinas—se ha empleado
para determinar la actividad funcional del rLDL,
por sus ventajas sobre los estudios de unién e in-
ternalizacion de las LDL'®!, No obstante, pocos
son los estudios que han analizado la repercusion
de alteraciones en la funcionalidad del rLDL sobre
la respuesta proliferativa de los linfocitos'”. Este
aspecto es interesante porque, ademds de aportar
colesterol a las células, las LDL ejercen acciones



SUAREZ Y, ET AL. COMPARACION DE DOS ENSAYOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE LDL PARA EL DIAGNOSTICO

DE LAHIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

sobre la transduccién de sefiales que pueden inci-
dir sobre la proliferacién celular!'?.

La relativamente elevada prevalencia de la HF y
el riesgo cardiovascular que entrafia, demandan un
diagnéstico preciso. Este se basa en la historia fa-
miliar, los datos clinicos y el grado de la hipercoles-
terolemia**!, pero la comprobacién definitiva exige
la determinacién bioquimica de la actividad del
rLDL o la caracterizaciéon del defecto molecu-
lar*»». Aunque existen diversos métodos de estudio
del rLDL!'**%, son los ensayos funcionales!!®!7 los
que mds informacién aportan ya que, por ejemplo,
la deteccién en la membrana celular del rLDL no
informa si este receptor es funcional o no?. Por
ello, se han desarrollado multiples métodos para
medir la actividad del rLDL en diferentes tipos
celulares, desde fibroblastos hasta células sangui-
neas®3’. Histéricamente, los mds extendidos han
sido los que utilizan LDL marcadas con '»I para el
andlisis de su unién, internalizacién y degrada-
cién'?8, Recientemente se han descrito otros méto-
dos que utilizan LDL marcadas con compuestos
fluorescentes como, por ejemplo, el Dil (1,1-dioc-
tadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina), y pos-
terior andlisis mediante citometria de flujo!7*!,
Entre las ventajas de este dltimo método cabe citar
la no utilizacién de radiactividad, la estabilidad de
las LDL marcadas con Dil a diferencia de las mar-
cadas con I’y la versatilidad e informacién que
facilita la propia citometria de flujo. Otra alternati-

va de estudio funcional consiste en el estudio de la
capacidad de las LDL para recuperar la prolifera-
cion de linfocitos estimulados con fitohemoagluti-
nina y expuestos a la accion de estatinas in vitro'®,
donde la falta de respuesta a las LDL se interpreta
como consecuencia de la falta de receptor activo.

En el presente trabajo hemos comparado los re-
sultados sobre actividad del rLDL obtenidos me-
diante su estudio por citometria de flujo con Dil-
LDL, con la capacidad de las LDL para mantener la
proliferacion celular, todos ellos aplicados en linfo-
citos procedentes de pacientes con hipercolestero-
lemia, con el objetivo de evaluar la calidad diag-
néstica de estos ensayos funcionales, asi como
determinar las relaciones entre la funcionalidad
del rLDL y la proliferacién celular.

Pacientes y métodos

Descripcion de los pacientes

Los pacientes fueron remitidos desde distintos servicios del
Hospital Ramén y Cajal o desde otros centros hospitalarios.
Sus perfiles lipidicos y de lipoproteinas en el momento de ini-
ciarse este estudio se recogen en la tabla 1, donde puede apre-
ciarse que la mayorfa presentaban hipercolesterolemia, si bien
en algunos casos ésta no era tan patente debido a que estaban
siendo sometidos a tratamientos hipolipemiantes. El paciente
#11 no presentaba hipercolesterolemia ni recibfa tratamiento
alguno, pero se incluyé en el estudio por ser la madre del pa-
ciente #10. Los datos de los pacientes #1 y #3 corresponden a
momentos antes de iniciarse la sesién quincenal de aféresis de
LDL a la que son sometidos en nuestro hospital y sus caracte-
risticas clinicas han sido descritas previamente®!73134,

Tabla 1. Concentraciones lipidicas de los pacientes estudiados. En los casos seiialados*, los datos
corresponden a la extraccion previa a la sesion de aféresis de LDL a la que se someten quincenalmente

Colesterol total cLDL cHDL Apo B Apo A-l Triglicéridos
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
#1* 401 338 47 189 116 7
#2 466 397 46 - - 113
#3% 469 407 42 229 114 97
#4 302 223 68 163 194 49
#5 275 216 49 168 143 48
#6 414 374 22 295 67 86
#7 696 638 23 450 79 170
#8 342 281 42 224 122 90
#9 393 337 26 295 78 146
#10 589 499 72 74 181 87
#11 212 130 65 - - 84
#12 282 232 40 122 151 49
#13 512 413 75 251 168 116
#14 223 137 71 96 147 71
#15 332 240 57 196 160 169
#16 355 2717 31 231 96 230
#17 414 343 40 248 106 153
#18 262 206 46 131 99 49
#19 396 330 40 217 105 128
#20 288 212 55 119 140 107
#21 410 297 32 120 104 408
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Los controles fueron dos individuos sanos, sin alteracién en
su perfil de lipidos y lipoproteinas. Todos ellos fueron infor-
mados y dieron su consentimiento para la realizacion de este
estudio.

Aislamiento de linfocitos y cultivo

Las células mononucleares de sangre periférica humana
fueron aisladas por centrifugacion en gradiente de densidad
sobre LymphoPrep (Nycomed; densidad 1,077 g/m1)¥%, a par-
tir de 20 ml de sangre que se extrajo en tubos que contenian
heparina. Cuando estas células se destinaban al estudio de la
actividad del rLDL'3!, se resuspendian en medio RPMI 1640
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF). Las cé-
lulas (0,5 X 10° células/m]l) se mantuvieron en ese medio du-
rante 24 h para permitir la adhesion de los monocitos al fondo
del frasco de cultivo (Nunc, Costar). Posteriormente, se reco-
gieron las células no adheridas (sobre todo linfocitos) y se re-
suspendieron en el medio anterior pero suplementado con un
10% de suero deficiente de lipoproteinas (LPDS) en lugar de
SBF, incubdndose a 37 °C en un incubador con CO, al 5%, du-
rante 4 dfas para conseguir la estimulacion de la expresion del
rLDL.

Aislamiento y marcaje de las lipoproteinas

Las LDL fueron aisladas a partir de sueros de donantes nor-
molipémicos por ultracentrifugacién en gradiente en un rotor
vertical (Vti 50, Beckman)?*’. La banda intermedia conteniendo
las LDL fue extraida y dializada exhaustivamente frente a
NaCl 0,15 M (Merck) con EDTANa, 1 mM (Merck), pH 7,4,
durante 24 h y esterilizadas por filtracién (0,45 um; Millex, Mi-
llipore). Finalmente, se guardaron a 4 °C y se utilizaron en un
periodo de tiempo no superior a una semana. La concentra-
cion de colesterol fue determinada enzimdticamente (Menari-
ni). Por otro lado, las LDL fueron marcadas con el fluorocro-
mo lipofilico Dil (Molecular Probes, Europe BV)!731383 Para
ello, se disolvieron 3 mg de Dil en 1 ml de DMSO, y de esta so-
lucién se afiadié lo necesario a una solucion de LDL en LPDS
para conseguir una proporcion final de 300 pug de Dil por cada
miligramo de proteina de LDL. Esta mezcla se incub¢ a 37 °C
durante 12 h en la oscuridad. Las LDL ya marcadas se repuri-
ficaron por ultracentrifugacién en equilibrio de densidad
(1,125 g/ml) y se dializaron frente a NaCl 0,15 M, siendo final-
mente esterilizadas por filtracion.

Ensayos de internalizacion y de union de Dil-LDL
y andlisis por citometria de flujo

Tras su incubacién en presencia de LPDS para regular al
alza la actividad del rLDL, se recogieron las células en sus-
pension y se incubaron (1,5 x 10° células/ml) con concentra-
ciones crecientes de Dil-LDL durante 2 h a 37 °C para la ciné-
tica de internalizacién, o durante 2 h a 4 °C para la de unién.
En ambos casos también se realizé el ensayo no especifico en
presencia de un exceso de 50 veces de LDL no marcada para
cada concentracién de Dil-LDL utilizada. Tras las correspon-
dientes incubaciones, las células fueron lavadas con PBS vy fi-
nalmente resuspendidas en 1 ml para su andlisis por citome-
tria de flujo'”3!,

Las muestras se analizaron en un citémetro de flujo FACS-
calibur (Becton-Dickinson) equipado con un ldser de argén
con una longitud de onda de emision de 488 nm. De cada
muestra se analizaron 10.000 células con amplificacién lo-
garftmica de su intensidad de fluorescencia. Se analizé la po-
blacion de linfocitos, la cual se selecciond por los criterios de
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tamafio y complejidad, que resulté ser una poblacién homogé-
nea. Los resultados se expresaron en términos de la mediana
de la intensidad de fluorescencia (MIF), después de sustraer el
valor correspondiente a la autofluorescencia que se obtiene
con las células incubadas en ausencia de Dil-LDL. Este resul-
tado, que es representativo de una poblacién de 10.000 células,
constituye un dato para la elaboracién de la curva de satu-
racion.

Los cdlculos matemdticos para la estimacion de los datos ci-
néticos de la unién e internalizacidn se realizaron con ayuda
del programa Prism 2.01 (GraphPad Software). Para comparar
la actividad del rLDL en los distintos pacientes, se calcularon
los datos de B, de las cinéticas de internalizacidn y se expre-
saron en porcentaje con respecto al control sano que se anali-
z6 en paralelo.

Ensayos de proliferacion celular

Las incubaciones se llevaron a cabo tal como describen
Cuthbert et al'®'®, con pequeiias modificaciones'’. Las PBMC
se aislaron como se indicd anteriormente, resuspendiéndose
en medio RPMI 1640 suplementado con un 10% LPDS y 2,5
ug/ml de fitohemaglutinina (Wellcome Reagents Ltd.) e incu-
bdndose en placas estériles de 96 pocillos (Multiscreen-HV,
Millipore) en un volumen final de 225 pul a una densidad de
0,25 X 103 células/ml. Los cultivos se suplementaron o no con
0,5 uM de lovastatina disuelta en DMSO (concentracién final
por pocillo, 0,05%) para inhibir la sintesis enddgena de coles-
terol, y en presencia de distintas concentraciones de LDL. Tras
72 h de incubacién a 37 °C en incubador con atmésfera al 5%
de CO,, se determind la proliferacion celular mediante la in-
corporacion de [*H-metil]-timidina (5 Ci/mmol; Amersham) al
ADN. Una hora antes de afiadir el isétopo radiactivo, las célu-
las se incubaron con S-fluorodesoxiuridina 10 mM para blo-
quear la sintesis endégena de timidina. A continuacién se les
afiadi6 0,5 UCi de [*H-metil]-timidina y se incubaron durante
18 h en su presencia. Se lavaron las células con NaCl 0,15 M y
se recolectaron sobre filtros usando el sistema Millipore. La
radiactividad incorporada se determind en un contador de
centelleo (modelo LS 3800, Beckman Instruments)"’.

Para comparar los distintos pacientes se utilizé el dato de
tasa de recuperacién por LDL, que corresponde a la pendien-
te de la recta de regresion que delimitan los datos de incor-
poracién de [*H-metil]-timidina al ADN para las concentra-
ciones de cLDL comprendidas entre 0 y 2 pg/ml, donde la
respuesta es lineal. Este valor de la pendiente se expresd
como porcentaje del observado en las células control, que se
ensayan en paralelo.

Resultados

En primer lugar, se estudié la actividad de rLDL
por citometria de flujo en linfocitos procedentes de
pacientes con hipercolesterolemia, cuyo perfil de
lipoproteinas en plasma se refleja en la tabla 1. En
la figura 1 se representan los resultados de interna-
lizacién y unién especifica obtenidos con linfocitos
de un control sano y los linfocitos de tres pacientes
con HF, dos de ellos en condicién homozigota (pa-
cientes #1 y #3) y el tercero (paciente #2) en condi-
cién heterozigota. El paciente #1 es homozigoto
para la mutacion N804K (FH,;,e0q0)> €0 €l €x6n 17,
y afecta a la region citoplasmdtica impidiendo a la
proteina alojarse correctamente en las fosas de cla-
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Figura 1. Cinéticas de union (A) y de internalizacion (B) especificas de LDL en linfocitos de pacientes con hipercolesterolemia familiar.
Se obtuvieron las células mononucleares de sangre periférica y se incubaron en presencia de Dil-LDL durante 2 h a 4 °C (A) 0 a 37 °C
(B) tras 4 dias de incubacion en un medio libre de colesterol. Se procesaron para su andlisis mediante citometria de flujo, obteniéndose
los valores de mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) para cada condicion y se calcularon los datos de union e internalizacion
especifica (‘total” menos ‘no especifica”). Las células se obtuvieron de un control sano (W), de un paciente clinicamente heterozigoto
(paciente #2) (®) —padre del paciente portador de la mutacion N§04K-, asi como de dos pacientes con hipercolesterolemia familiar en
condicion homozigota portadores de las mutaciones N804K (paciente #1) (@) y D280G/G528V (paciente #3) (A). uaf: unidades arbi-

trarias de fluorescencia.

trina, por lo que el receptor se expresa en la mem-
brana, une las LDL, pero no es capaz de internali-
zarlas'’. El paciente #2 es el padre del paciente #1 y
es portador de la mutacion FH ... en condicidon
heterozigota. Por tltimo, el paciente #3 es un hete-
rozigoto compuesto para dos mutaciones distintas,
la D280G (exdn 6) y la G528V (ex6n 11), que afec-
tan, respectivamente, a la regién de unién y a la re-
gion de homologia con el precursor de EGF, produ-
ciendo un fenotipo de clase 2*. Al comparar las
curvas de saturacién, queda patente la prdctica au-
sencia de unidn especifica de Dil-LDL en el pacien-
te #3, con una B, ,, de un 15% respecto a la obser-
vada en el control (fig. 1A). Por el contrario, los
linfocitos procedentes de los pacientes #1 y #2 pre-
sentaron una capacidad de unién muy similar a la
del individuo control, esto es, unieron las LDL de
forma eficiente, siendo la B, para cada uno de
ellos, de un 83 y de un 92% con respecto al control,
ademds de presentar unos valores de K, muy simi-
lares al del control (1,74, 1,52 y 1,5 pg/ml, respecti-
vamente). Estos resultados son acordes con el de-
fecto molecular presentado por estos pacientes.
Por otro lado, los dos pacientes con HF homozigo-
ta presentaron una muy baja internalizaciéon de
LDL (fig. 1B), siendo el valor de B, del paciente
#1 inferior al 10% respecto al control, a pesar de
presentar una elevada capacidad de unién. En
cambio, el paciente #2 presentd una K, de interna-

lizacién de 10,2 ug/ml de Dil-LDL, muy similar a la
presentada por el control, pero un valor de B, de
internalizacién de aproximadamente la mitad de la
del control, de acuerdo con su condicidn de hetero-
zigoto (tabla 2).

Como ya se ha mencionado, otro de los objetivos
de este apartado era estudiar la capacidad de las
LDL para revertir la inhibicién de la proliferacion
producida por la lovastatina (inhibidor competitivo
de la HMG-CoA reductasa), para as{ determinar el
papel del rLDL en este fenémeno. Para ello, las cé-
lulas mononucleares de sangre periférica (PBMC)
de los pacientes anteriormente comentados (pa-
cientes #1, #2 y #3) ademds de controles sanos, se
incubaron en presencia o ausencia de lovastatina
0,5 uM, en un medio suplementado con concentra-
ciones crecientes de cLDL, y se estudid la incorpo-
racién de [*H-metil]-timidina al ADN como medida
de la proliferacién celular. Los datos representados
en la figura 2 corresponden a las tasas de prolifera-
cién expresadas como porcentajes con respecto a
las células incubadas en ausencia de lovastatina.
Asi, se puede observar que en ausencia de LDL en
el medio, la lovastatina inhibid intensamente Ia
proliferacién, pero la adicién de LDL previno efi-
cientemente este efecto en las células del control
sano. En cambio, en las células procedentes de los
pacientes con HF homozigota (pacientes #1 y #3),
las LDL no permitieron restablecer la prolifera-
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Tabla 2. Captacién de Dil-LDL y tasa
de recuperacion por LDL

Porcentaje respecto al control (sano)

Captacion Tasa de recuperacion

de Dil-LDL por LDL
#1 6 44
#2 55 94.4
#3 19 4,2
#4 61 41
#5 53 30,7
#6 11,4 7,6
#7 3 4.9
#8 54 56
#9 96 35
#10 90 99,5
#11 86 84,4
#12 67 74
#13 64,5 37,5
#14 62 59
#15 63 53
#16 65,6 74
#17 60 55.8
#18 57 79
#19 68 40,4
#20 53,5 37,5
#21 98 77

El dato de captacién de Dil-LDL es el valor de B, obtenido en las ci-
néticas de internalizacion para cada paciente y referido en porcentaje
con respecto al control sano analizado en paralelo. La tasa de recupe-
racién por LDL es el valor de la pendiente, referido en porcentaje res-
pecto al control, de los datos de incorporacion de [*H-metil]-timidina
al ADN para las concentraciones de cLDL comprendidas entre 0 y 2
ug/ml, entre las cuales la respuesta de las células controles es lineal

cidén, lo cual estd en concordancia con el defecto en
el receptor que presentan estos pacientes y que
impide la captacidon celular de dichas lipoprotei-

nas. De hecho, como hemos visto, las células de
ambos pacientes son incapaces de internalizar
LDL. Por tanto, en estos casos, una baja captacién
de DiI-LDL (6 y 19%) se corresponde con bajas
tasas de recuperacion por LDL (4,4 y 4,2%, res-
pectivamente) (tabla 2). Curiosamente, en el caso
del paciente #2 -heterozigoto para la mutacién
FH o imena (N804K)—, las LDL también fueron capa-
ces de prevenir la inhibicién de la proliferacion ce-
lular inducida por la lovastatina (fig. 2). Asi pues,
en este caso, a pesar de presentar una capacidad
intermedia para internalizar LDL (55%), ésta era
suficiente para restaurar por completo la inhibi-
cién de la proliferacion celular (tasa de recupera-
cién por LDL, 94,4%) (tabla 2).

Otros casos que resultan interesantes comentar
son los de los pacientes #8 y #9 (tablas 1y 2). El
primero estaba diagnosticado clinicamente de una
HF en condicién heterozigota, aunque su defecto
molecular en el gen de rLDL estd por determinar, y
el #9 era una paciente con enfermedad del almace-
namiento de ésteres de colesterol (CESD) que se
caracteriza por una deficiencia en la actividad de la
lipasa 4cida lisosomal (LAL). Cuando se procedié a
estudiar la internalizacién de las Dil-LDL, se pudo
comprobar que la paciente #9 presentaba una acti-
vidad de rLDL similar a la del control (B, 96%
con respecto al control sano) y superior a la del pa-
ciente #8, con un valor de B, del 54% (fig. 3). Ha-
bitualmente, en los linfocitos procedentes del con-
trol sano las LDL recuperaron la inhibicion de la
proliferaciéon producida por la lovastatina, mien-
tras que en los del heterozigoto (paciente #8) pre-

Figura 2. Recuperacion por LDL de la
inhibicién de la proliferacién produ- 125 -
cida por lovastatina 0,5 mM en linfo-
citos de sangre periférica procedentes

de pacientes con hipercolesterolemia 100
familiar. Las células mononucleadas
de sangre periférica se aislaron de un 75

control sano (M), de un paciente cli-
nicamente heterozigoto (paciente #2)
(®) —padre del paciente portador de la

Incorporacién de [*H]-timidina
(% del control)

50 o
mutacion NS8O4K-, asi como de dos
pacientes con hipercolesterolemia fa-
miliar en condicidn homozigota por- 25 A
tadores de las mutaciones N§O4K (@) P °
y D280G/G528V (A), pacientes #1 y 0 - A@nInAnIRREES A
#3, respectivamente. Las células se ' j ' ' '
0 2 4 6 8 10

incubaron en un medio libre de coles-
terol en presencia de lovastatina 0,5
mM y concentraciones crecientes de
cLDL, se estimularon con fitohem a-

LDL (ug colesterol/ml)

glutinina durante 72 h y se determind

la proliferacién mediante la incorporacion de [PH-metil]-timidina al ADN. Los resultados se expresan en porcentaje respecto a la condi-
cion control, en ausencia de lovastatina. Los datos corresponden a la media de cuadruplicados de un experimento representativo, don-

de el error estandar no superd el 9,4% en ningin caso.
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Figura 3. Cinéticas de internalizacion
especifica de LDL en linfocitos de pa-
cientes con hipercolesterolemia. Se
obtuvieron las células mononucleares
de sangre periférica y se incubaron en 400
presencia de Dil-LDL durante 2 h a 37
°C tras 4 dias de cultivo en un medio

500 A

libre de colesterol. Se procesaron para —~ 300
su andlisis mediante citometria de flu- E]
Jjo, obteniéndose los valores de media- w

S 200

na de la intensidad de fluorescencia
(MIF) para cada condicion y se calcu-
laron los datos de internalizacion es- 100
pecifica (‘total” menos ‘no especifi-
ca”). Las células se obtuvieron de un

control sano (M), de un paciente clini- 0
camente heterozigoto (®) (paciente
#8), asi como de una paciente con en-
fermedad de CESD (@) (paciente #9).
uaf: unidades arbitrarias de fluores-
cencia.

Dil-LDL (ug/ml)

sentaron una eficiencia intermedia (fig. 4). En las
células de la paciente con CESD, curiosamente, la
eficiencia de las LDL para recuperar la prolifera-
cién era menor que en los controles, a pesar de que
la actividad de rLDL era normal (fig. 3). Ahora
bien, el colesterol libre, no asociado a lipoproteinas
y que no entra en la célula por la via endocitdstica,
si que era capaz de restablecer la proliferacion ce-
lular en los linfocitos de la paciente con CESD, con
una eficiencia similar a la presentada por las célu-
las controles (fig. 5). Por tanto, en un caso, el del
paciente #8, existe una concordancia entre la cap-
taciéon de Dil-LDL y la tasa de recuperacidon por
LDL (54 y 56%, respectivamente) (tabla 2), mien-
tras que en el caso de la paciente #9, una actividad
de receptor normal no es suficiente para asegurar

una correcta utilizacién de las LDL con fines proli-
ferativos (tabla 2).

Esta aproximacién experimental se aplicd a
otros pacientes con hipercolesterolemia para eva-
luar su calidad diagnéstica. Los resultados de cap-
tacién de Dil-LDL y tasa de recuperaciéon por LDL
se incluyen en la tabla 2. En conjunto, los resulta-
dos obtenidos por ambos métodos de andlisis per-
miten agrupar a los pacientes con hipercolesterole-
mia pero de distinta etiologia, en tres grupos (fig.
6). Asi, se puede distinguir claramente el grupo de
pacientes con HF homozigota, que se caracterizan
por presentar una baja captacién de Dil-LDL y una
baja tasa de recuperacién por LDL. Por otro lado,
también se puede distinguir el grupo de pacientes
con HF heterozigota, que presentan valores inter-

Figura 4. Recuperacion por LDL de la
inhibicion de la proliferacion produci-
da por lovastatina 0,5 mM en linfocitos
de sangre periférica procedentes de pa-

125

cientes con hipercolesterolemia. Las cé-
lulas mononucleadas de sangre perifé-
rica se aislaron de un control sano (W),
de un paciente clinicamente heterozi-
goto (paciente #8) (®), asi como de
una paciente con enfermedad de CESD
(paciente #9) (®). Las células se incu-
baron en un medio libre de colesterol
en presencia de lovastatina 0,5 mM y
concentraciones crecientes de cLDL, se
estimularon con fitohemaglutinina du-

100

~
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rante 72 h 'y se determind la prolifera- 0 -
cién mediante la incorporacion de [PH- 0
metil]-timidina al ADN. Los resultados
se expresan en porcentaje respecto a la
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condicion control, en ausencia de lo-

vastatina. Los datos corresponden a la media de cuadruplicados de un experimento representativo, donde el error estdndar no superd

el 11% en ningiin caso.

Clin Invest Arterioscl 2002;14(3):123-34 129



SUAREZ Y, ET AL. COMPARACION DE DOS ENSAYOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE LDL PARA EL DIAGNOSTICO

DE LAHIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Figura 5. Recuperacion por coleste-
rol libre de la inhibicién de la proli-
feracion producida por lovastatina
0,5 mM en linfocitos de sangre peri-
férica procedentes de la paciente con
CESD. Las células mononucleadas
de sangre periférica se aislaron de
un control sano (W) y de una pa-
ciente con enfermedad de CESD
(paciente #9) (®). Las células se in-
cubaron en un medio libre de coles-
terol en presencia de lovastatina 0,5
mM y concentraciones crecientes de
colesterol libre, se estimularon con
fitohemaglutinina durante 72 h 'y se
determind la proliferacion mediante
la incorporacion de [PH-metil]-timi-
dina al ADN. Los resultados se ex-
presan en porcentaje respecto a la

)

Incorporacién de [*H]-timidina
(% del control
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condicion control, en ausencia de

lovastatina. Los datos corresponden a la media de cuadruplicados de un experimento representativo, donde el error estdndar no

superd el 6,5% en ningiin caso.

medios de ambos pardmetros si se comparan con
el grupo control. Por dltimo, existe otro grupo de
pacientes que no presentan HF, esto es, pacientes
en los que la causa de su hipercolesterolemia no re-

side en el receptor de LDL, y que se caracterizan
por presentar una captacion de Dil-LDL préctica-
mente igual a la de los controles y tasas de recupe-
racion por LDL también elevadas (fig. 6).
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Figura 6. Captacion de Dil-LDL (A) y
tasa de recuperacion por LDL (B) en
los distintos grupos de pacientes. Para
cada grupo de pacientes los resultados
estdn expresados como porcentajes res-
pecto al control sano y son las medias
de los datos de captacion de Dil-LDL
(A) o de las tasas de recuperacion por
LDL (B) % error estdndar (EE). En los
controles el EE es tomado de los valo-
res absolutos. HF: pacientes con hiper-
colesterolemia familiar.
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Figura 7. Correspondencia entre los
datos de captacion de Dil-LDL vy los
de tasa de recuperacion por LDL.
Los datos de captacion de Dil-LDL
corresponden a los valores de B,
obtenidos de las cinéticas de inter-
nalizacién para cada paciente y ex-
presados en porcentaje con respecto
al control analizado en paralelo. La
tasa de recuperacion por LDL es el
valor de la pendiente, referido en
porcentaje respecto al control, de los
datos de incorporacion de [PH-me- 0
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El estudio individualizado dentro de cada uno
de estos grupos de pacientes permitié observar que
en el caso de los pacientes con HF homozigota
existia una gran correspondencia entre los dos pa-
rdmetros considerados (fig. 7). Algo similar ocurria
en la mayorfa de los pacientes con HF heterozigo-
ta, si bien aparecié un caso, como el comentado
del paciente #2, en el cual existia una discrepancia
entre ambas variables (con una captacion interme-
dia y una tasa de recuperacién elevada). De igual
forma, dentro del grupo de los no HF, en la pacien-
te #9 también se producia una falta de correspon-
dencia entre la captacion de Dil-LDL y la tasa de
recuperacién por LDL (elevada captacidn y discre-
ta tasa de recuperacion) (fig. 7).

Discusién

La medicion de la actividad del rLDL es necesa-
ria para el diagndstico bioquimico de la HF, como
paso previo a la caracterizacion del defecto a nivel
molecular. En el presente trabajo hemos aplicado
dos ensayos funcionales del rLDL para evaluar su
calidad diagndstica.

Uno de los métodos empleados estd basado en la
citometria de flujo y para el mismo se han utiliza-
do LDL marcadas con el fluorocromo lipofilico
Dil*’, las cuales son muy estables y ademds su mar-
caje no supone alteracidon alguna de la particula.
Esta alternativa permite realizar estudios tanto de
internalizacién como de unién?’?', lo cual es una
ventaja sobre el método que emplea anticuerpos
frente al rLDL, pues este dltimo Gnicamente permi-
te la deteccion de su presencia y no su actividad®'.
Ademds, y a diferencia de los ensayos cldsicos con
LDL marcadas con isétopos radiactivos, que dnica-
mente informan sobre la capacidad global de una
preparacién de células para unir o captar las LDL,

la citometrfa de flujo, en primer lugar, permite eli-
minar la fluorescencia inespecifica del medio y de
los restos celulares y, en segundo lugar, aporta me-
didas de la actividad individual de cada célula de la
preparacidn, ofreciendo una imagen real de la po-
sible heterogeneidad celular.

La alta sensibilidad de esta técnica y el practica-
mente ilimitado rango de medida, da un amplio
margen para diferenciar células con distinta activi-
dad del rLDL. Asi, la actividad determinada en los
linfocitos de la paciente #3 fue prdcticamente nula,
tanto en el ensayo de unidén como en el de interna-
lizacién, lo que se corresponde con el defecto mole-
cular que presenta: heterozigoto compuesto para
las mutaciones D280G (exén 6) y G528V (exdn 11),
que afectan a la regién de unién y a la regién de
homologia con el precursor de EGF, respectiva-
mente, dando lugar a un fenotipo de clase 2*. Por
su parte, los resultados obtenidos con los linfocitos
de los pacientes #1 y #2 fueron muy elocuentes.
Ambos pacientes presentan la mutacion N804K
(FH opmenar)> €1 primero en condicién homozigota y
el segundo en condicién heterozigota. Esa muta-
cion se localiza en el exén 17 y afecta a la region ci-
toplasmdtica, impidiendo que el receptor se aloje
correctamente en la fosa recubierta de clatrina, por
lo que aunque el receptor se exprese en la mem-
brana y reconozca y una las LDL, no es capaz de
internalizarlas'’. Pues bien, en los linfocitos del pa-
ciente #1 la internalizacién de Dil-LDL fue précti-
camente nula, y en el paciente #2 aproximadamen-
te la mitad que la observada en los linfocitos del
individuo control sano (fig. 1B). Por el contrario, la
capacidad de unidén, en ambos pacientes era précti-
camente igual a la presentada por los linfocitos del
control sano (fig. 1A). Estos resultados demuestran
que, conforme a la prediccién, en estos pacientes el
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defecto del rLDL afecta exclusivamente la interna-
lizacién y no el reconocimiento de las LDL. Como
vemos, el abordaje conjunto del estudio de la unién
a4 °Cyde la internalizacién a 37 °C permite deter-
minar el tipo de defecto del rLDL, ejemplificado en
los casos de la paciente #3, con un fenotipo de cla-
se 2,y del paciente #1, con un fenotipo de clase 4.

Para un estudio de barrido de la actividad de
rLDL, en una primera fase es suficiente con deter-
minar la captacién de Dil-LDL. Esta aproximacién
se aplicd a un conjunto de pacientes que presenta-
ban hipercolesterolemia (tabla 1). Los resultados
demostraron que la mayoria de ellos presentaba
una disminuida captacién de Dil-LDL, sugestiva de
un defecto en el rLDL, lo que permitia confirmar el
diagnéstico de HF (tabla 2). En cambio, en los pa-
cientes #9, #10 y #11 la captaciéon de Dil-LDL no
estaba disminuida, lo que descartaba este diagnos-
tico. Por tanto, esta técnica es vdlida para el ensayo
de la actividad del rLDL. Ademds, y aparte de las
ya comentadas, esta técnica presenta una impor-
tante ventaja con respecto al ensayo habitual de ac-
tividad del rLDL con LDL marcadas con isétopos
radiactivos, que es el andlisis individual de las célu-
las, lo que permite centrarlo en las células viables;
asi que la presencia de células muertas en el culti-
vo, que puede ser muy variable, no afecta al resul-
tado en este ensayo. No obstante, hay que recono-
cer que, al igual que en otros ensayos, los linfocitos
deben aislarse rdpidamente de la sangre, y que ésta
no estd estandarizada, por lo que es necesario ana-
lizar junto con los casos, células controles como re-
ferencia de la actividad del rLDL.

El segundo ensayo empleado se basa en la de-
pendencia que tienen las células sobre el colesterol
para poder proliferar. Esto permite plantear un en-
sayo funcional en el que se determina la capacidad
de las LDL para recuperar la inhibicion de la proli-
feracién inducida por la lovastatina in vitro'®!’. En
ausencia de colesterol en el medio, la lovastatina
detiene la proliferacion de los linfocitos estimula-
dos con fitohemoaglutinina, mientras que la adi-
cién de cLDL al medio permite restablecer la proli-
feracion siempre y cuando las células puedan
disponer del colesterol de las LDL. Esto es asi en
las células procedentes de controles sanos; por el
contrario, en los linfocitos de los pacientes con HF
homozigota (#1 y #3), las LDL fueron incapaces de
restaurar la proliferacion (fig. 2). Este fendmeno
pone de manifiesto el papel del rLDL facilitando la
captacion de colesterol por las células, y se ha utili-
zado para identificar defectos en la via del rLDL
que alteren su funciéon'®'®, asi como modificacio-
nes en las propias lipoproteinas que alteren su re-
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conocimiento!®. Como indice numérico de este
efecto, que permitiria comparar los distintos casos,
calculamos lo que denominamos “tasa de recupera-
ciéon por LDL”, que es la pendiente de la recta de
regresion de los datos de proliferacién para el ran-
go lineal de concentraciones de cLDL. Observamos
que la tasa de recuperacién por LDL estaba dismi-
nuida en los pacientes con HF, mds del 90% en los
homozigotos y alrededor del 50% en los heterozi-
gotos (tabla 2), datos que coinciden con la activi-
dad de rLDL determinada como la captacién de
Dil-LDL. El caso del paciente #2 es peculiar, ya que
siendo portador heterozigoto de la mutacién
NB804K vy teniendo una actividad de rLDL del 55%
(tabla 2), la recuperacién de la proliferacién por
LDL era similar a la del control (fig. 2). La causa
de estos resultados aparentemente contradictorios
probablemente reside en el peculiar defecto del
rLDL del que se trata, que afecta a la cola citoplas-
mdtica. Recientemente, se ha descubierto que esta
region de la proteina puede participar en la genera-
cién de sefiales de tipo regulador'®*!, por lo que
cabe la posibilidad de que la unién de las LDL al
receptor desencadene una sefial que repercuta po-
sitivamente en la proliferacion celular. Dado que en
este paciente la provision de colesterol a las células
no se encuentra impedida totalmente, ya que uno
de sus alelos es normal, se puede hipotetizar que
sus células responden eficientemente a las LDL del
medio porque la seflal reguladora se da en toda su
extension. Este comportamiento, sin embargo, no
se observa en el paciente #1, que presenta el mismo
tipo de defecto pero en condicion homozigota, pro-
bablemente porque si bien la seilal puede originar-
se al unirse las LDL al receptor, la incapacidad
para internalizarlas determina una falta de dispo-
nibilidad de colesterol necesaria también para la
proliferacion celular.

Otro caso ilustrativo es el de la paciente #9, que
presentaba una actividad de rLDL prdcticamente
igual a la del control (fig. 3) y, sin embargo, las LDL
no fueron del todo eficientes a la hora de recuperar
la inhibicién de la proliferacién celular (fig. 4). Esta
paciente presentaba CESD*, que se caracteriza por
una deficiencia en la actividad de la LAL*, enzima
que se encarga de hidrolizar los ésteres de coleste-
rol y los triglicéridos de las lipoproteinas captadas
por el rLDL, y cuya disfuncién causa la acumula-
cién intralisosomal de ésteres de colesterol, como
era el caso de esta paciente. A diferencia de las
LDL, el colesterol libre no asociado a lipoproteinas,
que no entra en la célula por endocitosis mediada
por receptor, fue capaz de restaurar la inhibicidn de
la proliferacion celular con similar eficiencia en los
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linfocitos de esta paciente que en los de controles
(fig. 5). Por tanto, la menor eficiencia de las LDL
para recuperar la inhibicion de la proliferacion ce-
lular, en este caso, puede atribuirse a la dificultad
para utilizar el colesterol procedente de las LDL y
no a un defecto en el propio receptor.

Con el empleo de ambas técnicas analiticas, se
pueden agrupar a los pacientes en tres categorias
claramente diferenciadas (fig. 6). En la mayorfa de
los casos existe una correspondencia entre la cap-
tacion de Dil-LDL y la tasa de recuperacién por
LDL, de manera que con la realizaciéon de uno solo
de ellos hubiera sido suficiente. Ahora bien, existen
casos (pacientes #2 y #9) donde esa corresponden-
cia no se da (fig. 7). Concretamente, atendiendo
s6lo a la tasa de recuperacién por LDL, el paciente
#2 hubiera podido considerarse como normal,
mientras que la paciente #9 hubiera podido consi-
derarse como portadora de un defecto del rLDL.
Esto pone de manifiesto que ambas técnicas son
complementarias y necesarias para un correcto
diagndstico bioquimico de la HF.
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