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Fu ndam ento. La causa m ás com ún de
hipercolesterolem ia fam iliar  es la deficiencia del
receptor de lipoproteínas de baja densidad (rLDL).
La determ inación  de su  actividad en  el laboratorio
es dificu ltosa, por lo que se rehúye y, en  la m ayoría
de los casos, los criterios clín icos son  suficien tes
para el diagnóstico y tratam iento de la
enferm edad. Por otra parte, la  búsqueda de
m utaciones en  el gen  del receptor, aunque perm ite
establecer con  alta probabilidad de acierto la causa
de la enferm edad, puede ser en  vano cuando la
causa de la h ipercolesterolem ia no reside en  el
receptor, por lo que sigue siendo necesaria la
caracterización  bioquím ica del rLDL.

Métodos. Con esta finalidad se aislaron  célu las
m ononucleares de sangre periférica de individuos
con  h ipercolesterolem ia, se incubaron  en  un  m edio
libre de colesterol para estim ular m áxim am ente la
expresión  del rLDL y se determ inó la captación  de
LDL m arcadas con  el fluorocrom o 1,1’-dioctadecil-
3,3,3’,3’-tetram etilindocarbocian ina (DiI-LDL)
m edian te citom etría de flu jo, expresándose los
resu ltados de Bm áx de “captación  de DiI-LDL” en
porcentaje respecto al control. Al m ism o tiem po, se
estudió la capacidad de las LDL para revertir  la

inh ibición  de la proliferación  producida por la
lovastatina in  vitro, calcu lándose la “tasa de
recuperación  por LDL”.

Resu ltados. Cualquiera de los m étodos perm itió
distinguir  claram ente los pacien tes con  HF
hom ozigota de los heterozigotos. Estos ú ltim os
presentaban  dism inuidas la “captación  de 
DiI-LDL” (60,3 ± 1,5%) y la “tasa de recuperación
por LDL” (56,4 ± 4,5%) con  respecto a los
controles. En  conjunto, am bos parám etros están
correlacionados pero existen  casos que se alejan  
de este com portam iento, com o los heterozigotos
con  defecto en  la in ternalización  y las alteraciones
que no afectan  al rLDL.

Conclu sión . Por tan to, am bos m étodos son
com plem entarios y perm iten  un  diagnóstico fiable
de la h ipercolesterolem ia.
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Identification  of m utations in  the LDLr gene is
valuable and allows to establish  the cause of the
disease, bu t it m ay be in  vain  if the cause of the
hypercholesterolem ia does not reside in  the LDLr.
For th is reason , the analysis of LDLr activity is still
required for the biochem ical characterisation  of
the disease. With  th is aim , in  the presen t study we
com paratively em ployed two functional assays for
the analysis of the LDLr activity.

Methods. Mononuclear cells from  patien ts with
hypercolesterolem ia were isolated from  whole
blood and incubated in  a cholesterol free m edium
to m axim ally stim ulate the expression  of the LDLr
and the uptake of DiI-labelled LDL was analysed
by flow cytom etry. The resu lts were expressed as
“uptake of DiI-LDL” and are given  as percent of
Bm ax of the control. In  parallel we also analysed
the ability of LDL to prevent the lovastatin -induced
inhibition  of cell proliferation , and the resu lts were
expressed as the “rate of recovery by LDL”.

Resu lts. Whichever of the m ethods em ployed
allowed the clear distinction  of patien ts
hom ozygous from  those heterozygous for fam ilial
hypercholesterolem ia (FH). The latter  ones showed
an  uptake of DiI-LDL (60.3 ± 1.5%) and a rate of
recovery (56.4 ± 4.5%) approxim ately half of those
in  the controls. In  the whole group of individuals
studied, these param eters were well correlated one
to each  other bu t there were som e exceptions, as
an  heterozygote with  an  in ternalization  defect in
the LDLr and a case in  whom  the alteration  did not
affect the LDLr protein  bu t the in tracellu lar
processing of LDL lipids.

Conclu sions. Thus, both  m ethods are
com plem entary and allow a trustworthy diagnosis
of hypercholesterolem ia.

Key w ords:
LDL receptor. Fam ilial hypercholesterolem ia. Flow cytom etry.
DiI. Cell proliferation .

Introducción
El receptor de lipoproteínas de baja densidad

(rLDL) es una glucoproteína presente en  la m em -
brana celu lar  de la m ayoría de los tejidos, que per-
m ite el reconocim iento y la captación  específica de
las LDL –principal transportador de colesterol en
plasm a en  hum anos– facilitando su  posterior de-
gradación  lisosom al1,2. La actividad de este recep-
tor determ ina los valores plasm áticos de colesterol
ligado a LDL (cLDL)3, siendo responsable de m ás
del 70% de la elim inación  de las LDL plasm áticas,
proceso que principalm ente ocurre en  el h ígado,

donde tiene una elevada presencia. Mutaciones en
el gen  que codifica para el rLDL causan  la h iperco-
lesterolem ia fam iliar  (HF)2 que es una enferm edad
m onogénica au tosóm ica codom inante que se ca-
racteriza clín icam ente por una concentración  séri-
ca de cLDL elevada, la  aparición  de xantom as ten-
dinosos y enferm edad coronaria prem atura 2,4. La
prevalencia de esta enferm edad es elevada, esti-
m ándose que un  0,2% de la población  presen tan  al-
gún  alelo afectado, siendo en  form a hom ozigota
tan  sólo de 1:1.000.0004; la  h ipercolesterolem ia en
estos pacien tes es m ucho m ás in tensa que en  los
heterozigotos, siendo las com plicaciones arterios-
cleróticas m uy prem aturas y frecuentes, por lo que
sin  un  tratam iento in tensivo para dism inuir  la  con-
centración  plasm ática de cLDL, com o la aféresis de
LDL5,6, estos pacien tes rara vez alcanzan  la edad
adulta 4. Hasta la fecha se ha caracterizado un  gran
núm ero de m utaciones en  el gen  del rLDL7, m uta-
ciones que dan  lugar a cinco clases de defectos fun-
cionales1,4,8,9 y que pueden  afectar  a la sín tesis, el
transporte in tracelu lar, la  un ión  del ligando, la  in -
ternalización  y el reciclaje del receptor. De acuerdo
con el defecto m olecular, la  in ternalización  neta de
LDL por las célu las se encuentra reducida en  las
cinco clases de defectos, m ientras que la un ión  de
las LDL lo está en  todas las clases m enos en  la cla-
se 41,4, lo que perm ite la distinción  funcional de la
clase 4 del resto de fenotipos.

Por otro lado, la  presencia de receptores funcio-
nales en  las célu las es requerida para una correcta
provisión  de colesterol a partir  de las LDL10. Este
hecho se pone de m anifiesto, principalm ente, en
las célu las proliferan tes que presen tan  unas eleva-
das dem andas de colesterol11-14. Por tan to, si se in -
h ibe la sín tesis de colesterol, las célu las dependen
de la u tilización  del colesterol de las lipoproteínas
para poder m antener un  crecim iento norm al15. A
este respecto, las LDL son  m uy eficaces a la hora
de revertir  la  inh ibición  de la proliferación  de lin fo-
citos inducida por estatinas –inhibidores com peti-
tivos de la HMG-CoA reductasa– pero no así cuan-
do las célu las no expresan  el receptor para estas
lipoproteínas16,17. Esta aproxim ación  –utilización
del cLDL para m antener la proliferación  en  célu las
som etidas a la acción  de estatinas– se ha em pleado
para determ inar la actividad funcional del rLDL,
por sus ventajas sobre los estudios de un ión  e in -
ternalización  de las LDL16,18. No obstan te, pocos
son  los estudios que han  analizado la repercusión
de alteraciones en  la funcionalidad del rLDL sobre
la respuesta proliferativa de los lin focitos17. Este
aspecto es in teresan te porque, adem ás de aportar
colesterol a las célu las, las LDL ejercen  acciones
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sobre la transducción  de señales que pueden  inci-
dir  sobre la proliferación  celu lar 19,20.

La relativam ente elevada prevalencia de la HF y
el r iesgo cardiovascular que en traña, dem andan  un
diagnóstico preciso. Éste se basa en  la h istoria fa-
m iliar, los datos clín icos y el grado de la h ipercoles-
terolem ia 4,21, pero la com probación  defin itiva exige
la determ inación  bioquím ica de la actividad del
rLDL o la caracterización  del defecto m olecu-
lar 22,23. Aunque existen  diversos m étodos de estudio
del rLDL1,24-26, son  los ensayos funcionales1,16,17 los
que m ás inform ación  aportan  ya que, por ejem plo,
la detección  en  la m em brana celu lar  del rLDL no
inform a si este receptor es funcional o no27. Por
ello, se han  desarrollado m últiples m étodos para
m edir  la  actividad del rLDL en  diferen tes tipos
celu lares, desde fibroblastos hasta célu las sanguí-
neas28-30. Históricam ente, los m ás extendidos han
sido los que u tilizan  LDL m arcadas con  125I para el
análisis de su  un ión , in ternalización  y degrada-
ción 1,28. Recien tem ente se han  descrito otros m éto-
dos que u tilizan  LDL m arcadas con  com puestos
fluorescentes com o, por ejem plo, el DiI (1,1’-dioc-
tadecil-3,3,3’,3’-tetram etilindocarbocian ina), y pos-
terior análisis m edian te citom etría de flu jo17,31-33.
Entre las ventajas de este ú ltim o m étodo cabe citar
la no u tilización  de radiactividad, la  estabilidad de
las LDL m arcadas con  DiI a diferencia de las m ar-
cadas con  125I30 y la versatilidad e in form ación  que
facilita  la  propia citom etría de flu jo. Otra alternati-

va de estudio funcional consiste en  el estudio de la
capacidad de las LDL para recuperar la prolifera-
ción  de lin focitos estim ulados con  fitohem oaglu ti-
n ina y expuestos a la acción  de estatinas in  vitro16,
donde la falta de respuesta a las LDL se in terpreta
com o consecuencia de la falta de receptor activo.

En el presen te trabajo hem os com parado los re-
su ltados sobre actividad del rLDL obten idos m e-
dian te su  estudio por citom etría de flu jo con  DiI-
LDL, con  la capacidad de las LDL para m antener la
proliferación  celu lar, todos ellos aplicados en  lin fo-
citos procedentes de pacien tes con  h ipercolestero-
lem ia, con  el objetivo de evaluar la calidad diag-
nóstica de estos ensayos funcionales, así com o
determ inar las relaciones en tre la funcionalidad
del rLDL y la proliferación  celu lar.

Pacientes y m étodos

Descripción  de los pacien tes
Los pacien tes fueron  rem itidos desde distin tos servicios del

Hospital Ram ón y Cajal o desde otros cen tros hospitalarios.
Sus perfiles lipídicos y de lipoproteínas en  el m om ento de in i-
ciarse este estudio se recogen  en  la tabla 1, donde puede apre-
ciarse que la m ayoría presen taban  h ipercolesterolem ia, si bien
en  algunos casos ésta no era tan  paten te debido a que estaban
siendo som etidos a tratam ientos h ipolipem iantes. E l pacien te
#11 no presen taba h ipercolesterolem ia n i recibía tratam iento
alguno, pero se incluyó en  el estudio por ser  la  m adre del pa-
cien te #10. Los datos de los pacien tes #1 y #3 corresponden  a
m om entos an tes de in iciarse la sesión  quincenal de aféresis de
LDL a la que son  som etidos en  nuestro hospital y sus caracte-
rísticas clín icas han  sido descritas previam ente6,17,31,34.
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Colesterol total cLDL cHDL Apo B Apo A-I Triglicéridos
(m g/dl) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl) (m g/dl)

# 1* 401 338 47 189 116 77
# 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
# 16 355 277 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

Tabla 1. Concentraciones lipídicas de  los pacientes estudiados. En los casos señalados*, los datos
corresponden a la extracción previa a la sesión de  aféresis de  LDL a la que  se  som eten quincenalm ente



Los controles fueron  dos individuos sanos, sin  alteración  en
su  perfil de lípidos y lipoproteínas. Todos ellos fueron  infor-
m ados y dieron  su  consentim iento para la realización  de este
estudio.

Aislam iento de lin focitos y cu ltivo
Las célu las m ononucleares de sangre periférica hum ana

fueron  aisladas por cen trifugación  en  gradien te de densidad
sobre Lym phoPrep (Nycom ed; densidad 1,077 g/m l)35,36, a  par-
tir  de 20 m l de sangre que se extrajo en  tubos que conten ían
heparina. Cuando estas célu las se destinaban  al estudio de la
actividad del rLDL17,31, se resuspendían  en  m edio RPMI 1640
suplem entado con  un  10% de suero bovino fetal (SBF). Las cé-
lu las (0,5 × 106 célu las/m l) se m antuvieron  en  ese m edio du-
ran te 24 h  para perm itir  la  adhesión  de los m onocitos al fondo
del frasco de cu ltivo (Nunc, Costar). Posteriorm ente, se reco-
gieron  las célu las no adheridas (sobre todo lin focitos) y se re-
suspendieron  en  el m edio an terior pero suplem entado con  un
10% de suero deficien te de lipoproteínas (LPDS) en  lugar de
SBF, incubándose a 37 °C en  un  incubador con  CO2 al 5%, du-
ran te 4 días para conseguir  la  estim ulación  de la expresión  del
rLDL.

Aislam iento y m arcaje de las lipoproteínas
Las LDL fueron  aisladas a partir  de sueros de donantes nor-

m olipém icos por u ltracentrifugación  en  gradien te en  un  rotor
vertical (Vti 50, Beckm an)37. La banda in term edia conten iendo
las LDL fue extraída y dializada exhaustivam ente fren te a
NaCl 0,15 M (Merck) con  EDTA.Na 2 1 m M (Merck), pH 7,4,
duran te 24 h  y esterilizadas por filtración  (0,45 µm ; Millex, Mi-
llipore). Finalm ente, se guardaron  a 4 °C y se u tilizaron  en  un
período de tiem po no superior a una sem ana. La concentra-
ción  de colesterol fue determ inada enzim áticam ente (Menari-
n i). Por otro lado, las LDL fueron  m arcadas con  el fluorocro-
m o lipofílico DiI (Molecular Probes, Europe BV)17,31,38,39. Para
ello, se disolvieron  3 m g de DiI en  1 m l de DMSO, y de esta so-
lución  se añadió lo necesario a una solución  de LDL en  LPDS
para conseguir  una proporción  final de 300 µg de DiI por cada
m iligram o de proteína de LDL. Esta m ezcla se incubó a 37 °C
durante 12 h  en  la oscuridad. Las LDL ya m arcadas se repuri-
ficaron  por u ltracentrifugación  en  equilibrio de densidad
(1,125 g/m l) y se dializaron  fren te a NaCl 0,15 M, siendo final-
m ente esterilizadas por filtración .

Ensayos de in ternalización  y de u n ión  de DiI-LDL 
y análisis por citom etría de flu jo

Tras su  incubación  en  presencia de LPDS para regu lar  al
alza la  actividad del rLDL, se recogieron  las célu las en  sus-
pensión  y se incubaron  (1,5 × 106 célu las/m l) con  concen tra-
ciones crecien tes de DiI-LDL duran te 2 h  a  37 °C para la  ciné-
tica de in ternalización , o duran te 2 h  a  4 °C para la  de un ión .
En  am bos casos tam bién  se realizó el ensayo no específico en
presencia de un  exceso de 50 veces de LDL no m arcada para
cada concen tración  de DiI-LDL u tilizada. Tras las correspon -
dien tes incubaciones, las célu las fueron  lavadas con  PBS y fi-
nalm ente resuspendidas en  1 m l para su  análisis por  citom e-
tr ía  de flu jo17,31.

Las m uestras se analizaron  en  un  citóm etro de flu jo FACS-
calibur (Becton-Dickinson) equipado con  un  láser de argón
con una longitud de onda de em isión  de 488 nm . De cada
m uestra se analizaron  10.000 célu las con  am plificación  lo-
garítm ica de su  in tensidad de fluorescencia. Se analizó la po-
blación  de lin focitos, la  cual se seleccionó por los criterios de

tam año y com plejidad, que resu ltó ser  una población  hom ogé-
nea. Los resu ltados se expresaron  en  térm inos de la m ediana
de la in tensidad de fluorescencia (MIF), después de sustraer el
valor correspondien te a la au tofluorescencia que se obtiene
con  las célu las incubadas en  ausencia de DiI-LDL. Este resu l-
tado, que es representativo de una población  de 10.000 célu las,
constituye un  dato para la elaboración  de la curva de satu-
ración .

Los cálcu los m atem áticos para la estim ación  de los datos ci-
néticos de la un ión  e in ternalización  se realizaron  con  ayuda
del program a Prism  2.01 (GraphPad Software). Para com parar
la actividad del rLDL en  los distin tos pacien tes, se calcu laron
los datos de Bm áx de las cinéticas de in ternalización  y se expre-
saron  en  porcentaje con  respecto al control sano que se anali-
zó en  paralelo.

Ensayos de proliferación  celu lar
Las incubaciones se llevaron  a cabo tal com o describen

Cuthbert et al10,16, con  pequeñas m odificaciones17. Las PBMC
se aislaron  com o se indicó an teriorm ente, resuspendiéndose
en  m edio RPMI 1640 suplem entado con  un  10% LPDS y 2,5
µg/m l de fitohem aglu tin ina (Wellcom e Reagents Ltd.) e incu-
bándose en  placas estériles de 96 pocillos (Multiscreen-HV,
Millipore) en  un  volum en final de 225 µl a  una densidad de
0,25 × 105 célu las/m l. Los cu ltivos se suplem entaron  o no con
0,5 µM de lovastatina disuelta en  DMSO (concentración  final
por pocillo, 0,05%) para inh ibir  la  sín tesis endógena de coles-
terol, y en  presencia de distin tas concentraciones de LDL. Tras
72 h  de incubación  a 37 °C en  incubador con  atm ósfera al 5%
de CO2, se determ inó la proliferación  celu lar  m edian te la in -
corporación  de [3H-m etil]-tim idina (5 Ci/m m ol; Am ersham ) al
ADN. Una hora an tes de añadir  el isótopo radiactivo, las célu-
las se incubaron  con  5-fluorodesoxiuridina 10 m M para blo-
quear la sín tesis endógena de tim idina. A continuación  se les
añadió 0,5 µCi de [3H-m etil]-tim idina y se incubaron  duran te
18 h  en  su  presencia. Se lavaron  las célu las con  NaCl 0,15 M y
se recolectaron  sobre filtros usando el sistem a Millipore. La
radiactividad incorporada se determ inó en  un  contador de
centelleo (m odelo LS 3800, Beckm an Instrum ents)17.

Para  com parar  los distin tos pacien tes se u tilizó el dato de
tasa  de recuperación  por  LDL, que corresponde a  la  pendien -
te de la  recta  de regresión  que delim itan  los datos de incor -
poración  de [3H-m etil]-tim idina  a l ADN para  las concen tra -
ciones de cLDL com prendidas en tre 0 y 2 µg/m l, donde la
respuesta  es lineal. Este valor  de la  pendien te se expresó
com o porcen ta je del observado en  las célu las con trol, que se
ensayan  en  paralelo.

Resultados
En prim er lugar, se estudió la actividad de rLDL

por citom etría de flu jo en  lin focitos procedentes de
pacien tes con  h ipercolesterolem ia, cuyo perfil de
lipoproteínas en  plasm a se refleja en  la tabla 1. En
la figura 1 se representan  los resu ltados de in terna-
lización  y un ión  específica obten idos con  lin focitos
de un  control sano y los lin focitos de tres pacien tes
con  HF, dos de ellos en  condición  hom ozigota (pa-
cien tes #1 y #3) y el tercero (pacien te #2) en  condi-
ción  heterozigota. E l pacien te #1 es hom ozigoto
para la m utación  N804K (FH Colm enar), en  el exón  17,
y afecta a la región  citoplasm ática im pidiendo a la
proteína alojarse correctam ente en  las fosas de cla-
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tr ina, por lo que el receptor se expresa en  la m em -
brana, une las LDL, pero no es capaz de in ternali-
zarlas17. E l pacien te #2 es el padre del pacien te #1 y
es portador de la m utación  FH Colm enar en  condición
heterozigota. Por ú ltim o, el pacien te #3 es un  hete-
rozigoto com puesto para dos m utaciones distin tas,
la D280G (exón  6) y la G528V (exón 11), que afec-
tan , respectivam ente, a  la  región  de un ión  y a la re-
gión  de hom ología con  el precursor de EGF, produ-
ciendo un  fenotipo de clase 240. Al com parar las
curvas de saturación , queda paten te la práctica au-
sencia de un ión  específica de DiI-LDL en  el pacien-
te #3, con  una Bm áx de un  15% respecto a la obser-
vada en  el control (fig. 1A). Por el contrario, los
lin focitos procedentes de los pacien tes #1 y #2 pre-
sen taron  una capacidad de un ión  m uy sim ilar  a la
del individuo control, esto es, un ieron  las LDL de
form a eficien te, siendo la Bm áx para cada uno de
ellos, de un  83 y de un  92% con  respecto al control,
adem ás de presen tar unos valores de Kd m uy sim i-
lares al del control (1,74, 1,52 y 1,5 µg/m l, respecti-
vam ente). Estos resu ltados son  acordes con  el de-
fecto m olecular presen tado por estos pacien tes.
Por otro lado, los dos pacien tes con  HF hom ozigo-
ta presen taron  una m uy baja in ternalización  de
LDL (fig. 1B), siendo el valor de Bm áx del pacien te
#1 inferior al 10% respecto al control, a  pesar de
presentar una elevada capacidad de un ión . En
cam bio, el pacien te #2 presen tó una Kd de in terna-

lización  de 10,2 µg/m l de DiI-LDL, m uy sim ilar  a la
presentada por el control, pero un  valor de Bm áx de
in ternalización  de aproxim adam ente la m itad de la
del control, de acuerdo con  su  condición  de hetero-
zigoto (tabla 2).

Com o ya se ha m encionado, otro de los objetivos
de este apartado era estudiar la  capacidad de las
LDL para revertir  la  inh ibición  de la proliferación
producida por la lovastatina (inh ibidor com petitivo
de la HMG-CoA reductasa), para así determ inar el
papel del rLDL en  este fenóm eno. Para ello, las cé-
lu las m ononucleares de sangre periférica (PBMC)
de los pacien tes an teriorm ente com entados (pa-
cien tes #1, #2 y #3) adem ás de controles sanos, se
incubaron  en  presencia o ausencia de lovastatina
0,5 µM, en  un  m edio suplem entado con  concentra-
ciones crecien tes de cLDL, y se estudió la incorpo-
ración  de [3H-m etil]-tim idina al ADN com o m edida
de la proliferación  celu lar. Los datos representados
en  la figura 2 corresponden  a las tasas de prolifera-
ción  expresadas com o porcentajes con  respecto a
las célu las incubadas en  ausencia de lovastatina.
Así, se puede observar que en  ausencia de LDL en
el m edio, la  lovastatina inh ibió in tensam ente la
proliferación , pero la adición  de LDL previno efi-
cien tem ente este efecto en  las célu las del control
sano. En  cam bio, en  las célu las procedentes de los
pacien tes con  HF hom ozigota (pacien tes #1 y #3),
las LDL no perm itieron  restablecer la prolifera-
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Figu ra 1. Cinéticas de u n ión  (A) y de in ternalización  (B) específicas de LDL en  lin focitos de pacien tes con  hipercolesterolem ia fam iliar.
Se obtu vieron  las célu las m ononu cleares de sangre periférica y se incu baron  en  presencia de DiI-LDL du rante 2 h a 4 °C (A) o a 37 °C
(B) tras 4 días de incu bación  en  u n  m edio libre de colesterol. Se procesaron  para su  análisis m ediante citom etría de flu jo, obten iéndose
los valores de m ediana de la in tensidad de flu orescencia (MIF) para cada condición  y se calcu laron  los datos de u n ión  e in ternalización
específica (“total” m enos “no específica”). Las célu las se obtu vieron  de u n  control sano (■), de u n  pacien te clín icam ente heterozigoto
(pacien te #2) (◆) –padre del pacien te portador de la m u tación  N804K–, así com o de dos pacien tes con  hipercolesterolem ia fam iliar en
condición  hom ozigota portadores de las m u taciones N804K (pacien te #1) (●) y D280G/G528V (pacien te #3) (▲). u af: u n idades arbi-
trarias de flu orescencia.



ción , lo cual está en  concordancia con  el defecto en
el receptor que presen tan  estos pacien tes y que
im pide la captación  celu lar  de dichas lipoproteí-

nas. De hecho, com o hem os visto, las célu las de
am bos pacien tes son  incapaces de in ternalizar
LDL. Por tan to, en  estos casos, una baja captación
de DiI-LDL (6 y 19%) se corresponde con  bajas
tasas de recuperación  por LDL (4,4 y 4,2%, res-
pectivam ente) (tabla 2). Curiosam ente, en  el caso
del pacien te #2 –heterozigoto para la m utación
FH Colm enar(N804K)–, las LDL tam bién  fueron  capa-
ces de prevenir  la  inh ibición  de la proliferación  ce-
lu lar  inducida por la lovastatina (fig. 2). Así pues,
en  este caso, a pesar de presen tar una capacidad
in term edia para in ternalizar LDL (55%), ésta era
suficien te para restaurar por com pleto la inh ibi-
ción  de la proliferación  celu lar  (tasa de recupera-
ción  por LDL, 94,4%) (tabla 2).

Otros casos que resu ltan  in teresan tes com entar
son  los de los pacien tes #8 y #9 (tablas 1 y 2). E l
prim ero estaba diagnosticado clín icam ente de una
HF en  condición  heterozigota, aunque su  defecto
m olecular en  el gen  de rLDL está por determ inar, y
el #9 era una pacien te con  enferm edad del alm ace-
nam iento de ésteres de colesterol (CESD) que se
caracteriza por una deficiencia en  la actividad de la
lipasa ácida lisosom al (LAL). Cuando se procedió a
estudiar la  in ternalización  de las DiI-LDL, se pudo
com probar que la pacien te #9 presen taba una acti-
vidad de rLDL sim ilar  a la del control (Bm áx, 96%
con respecto al control sano) y superior a la del pa-
cien te #8, con  un  valor de Bm áx del 54% (fig. 3). Ha-
bitualm ente, en  los lin focitos procedentes del con-
trol sano las LDL recuperaron  la inh ibición  de la
proliferación  producida por la lovastatina, m ien-
tras que en  los del heterozigoto (pacien te #8) pre-
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Porcentaje respecto al control (sano)

Captación Tasa de recuperación
de DiI-LDL por LDL

#1 6 4,4
#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

Tabla 2. Captación de  DiI-LDL y tasa
de  recuperación por LDL

El dato de captación  de DiI-LDL es el valor de Bm áx obten ido en  las ci-
néticas de in ternalización  para cada pacien te y referido en  porcentaje
con  respecto al control sano analizado en  paralelo. La tasa de recupe-
ración  por LDL es el valor de la pendien te, referido en  porcentaje res-
pecto al control, de los datos de incorporación  de [3H-m etil]-tim idina
al ADN para las concentraciones de cLDL com prendidas en tre 0 y 2
µg/m l, en tre las cuales la respuesta de las célu las controles es lineal

Figu ra 2. Recu peración  por LDL de la
inhibición  de la proliferación  produ -
cida por lovastatina 0,5 m M en  lin fo-
citos de sangre periférica procedentes
de pacien tes con  hipercolesterolem ia
fam iliar. Las célu las m ononu cleadas
de sangre periférica se aislaron  de u n
control sano (■), de u n  pacien te clí-
n icam ente heterozigoto (pacien te #2)
(◆) –padre del pacien te portador de la
m u tación  N804K–, así com o de dos
pacien tes con  hipercolesterolem ia fa-
m iliar en  condición  hom ozigota por-
tadores de las m u taciones N804K (●)
y D280G/G528V (▲), pacien tes #1 y
#3, respectivam ente. Las célu las se
incu baron  en  u n  m edio libre de coles-
terol en  presencia de lovastatina 0,5
m M y concentraciones crecien tes de
cLDL, se estim u laron  con  fitohem a-
glu tin ina du rante 72 h y se determ inó
la proliferación  m ediante la incorporación  de [3H-m etil]-tim idina al ADN. Los resu ltados se expresan  en  porcentaje respecto a la condi-
ción  control, en  au sencia de lovastatina. Los datos corresponden  a la m edia de cu adru plicados de u n  experim ento representativo, don-
de el error estándar no su peró el 9,4% en  n ingú n caso.
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sen taron  una eficiencia in term edia (fig. 4). En  las
célu las de la pacien te con  CESD, curiosam ente, la
eficiencia de las LDL para recuperar la  prolifera-
ción  era m enor que en  los controles, a  pesar de que
la actividad de rLDL era norm al (fig. 3). Ahora
bien , el colesterol libre, no asociado a lipoproteínas
y que no en tra en  la célu la por la vía endocitóstica,
sí que era capaz de restablecer la proliferación  ce-
lu lar  en  los lin focitos de la pacien te con  CESD, con
una eficiencia sim ilar  a la presen tada por las célu-
las controles (fig. 5). Por tan to, en  un  caso, el del
pacien te #8, existe una concordancia en tre la cap-
tación  de DiI-LDL y la tasa de recuperación  por
LDL (54 y 56%, respectivam ente) (tabla 2), m ien-
tras que en  el caso de la pacien te #9, una actividad
de receptor norm al no es suficien te para asegurar

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

Esta aproxim ación  experim ental se aplicó a
otros pacien tes con  h ipercolesterolem ia para eva-
luar su  calidad diagnóstica. Los resu ltados de cap-
tación  de DiI-LDL y tasa de recuperación  por LDL
se incluyen  en  la tabla 2. En  conjunto, los resu lta-
dos obten idos por am bos m étodos de análisis per-
m iten  agrupar a los pacien tes con  h ipercolesterole-
m ia pero de distin ta etiología, en  tres grupos (fig.
6). Así, se puede distinguir  claram ente el grupo de
pacien tes con  HF hom ozigota, que se caracterizan
por presen tar una baja captación  de DiI-LDL y una
baja tasa de recuperación  por LDL. Por otro lado,
tam bién  se puede distinguir  el grupo de pacien tes
con  HF heterozigota, que presen tan  valores in ter-
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Figu ra 3. Cinéticas de in ternalización
específica de LDL en  lin focitos de pa-
cien tes con  hipercolesterolem ia. Se
obtu vieron  las célu las m ononu cleares
de sangre periférica y se incu baron  en
presencia de DiI-LDL du rante 2 h a 37
°C tras 4 días de cu ltivo en  u n  m edio
libre de colesterol. Se procesaron  para
su  análisis m ediante citom etría de flu -
jo, obten iéndose los valores de m edia-
na de la in tensidad de flu orescencia
(MIF) para cada condición  y se calcu -
laron  los datos de in ternalización  es-
pecífica (“total” m enos “no específi-
ca”). Las célu las se obtu vieron  de u n
control sano (■), de u n  pacien te clín i-
cam ente heterozigoto (◆) (pacien te
#8), así com o de u na pacien te con  en-
ferm edad de CESD (●) (pacien te #9).
u af: u n idades arbitrarias de flu ores-
cencia.

Figu ra 4. Recu peración  por LDL de la
inhibición  de la proliferación  produ ci-
da por lovastatina 0,5 m M en  lin focitos
de sangre periférica procedentes de pa-
cien tes con  hipercolesterolem ia. Las cé-
lu las m ononu cleadas de sangre perifé-
rica se aislaron  de u n  control sano (■),
de u n  pacien te clín icam ente heterozi-
goto (pacien te #8) (◆), así com o de
u na pacien te con  en ferm edad de CESD
(pacien te #9) (●). Las célu las se incu -
baron  en  u n  m edio libre de colesterol
en  presencia de lovastatina 0,5 m M y
concen traciones crecien tes de cLDL, se
estim u laron  con  fitohem aglu tin ina du -
ran te 72 h y se determ inó la prolifera-
ción  m edian te la incorporación  de [3H-
m etil]-tim idina al ADN. Los resu ltados
se expresan  en  porcen taje respecto a la
condición  con trol, en  au sencia de lo-
vastatina. Los datos corresponden  a la m edia de cu adru plicados de u n  experim en to represen tativo, donde el error estándar no su peró
el 11% en  n ingú n  caso.
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m edios de am bos parám etros si se com paran  con
el grupo control. Por ú ltim o, existe otro grupo de
pacien tes que no presen tan  HF, esto es, pacien tes
en  los que la causa de su  h ipercolesterolem ia no re-

side en  el receptor de LDL, y que se caracterizan
por presen tar una captación  de DiI-LDL práctica-
m ente igual a la  de los controles y tasas de recupe-
ración  por LDL tam bién  elevadas (fig. 6).
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Figu ra 5. R ecu peración  por coleste-
rol libre de la in h ibición  de la proli-
feración  produ cida por lovastatin a
0,5 m M en  lin focitos de san gre peri-
férica proceden tes de la pacien te con
CES D. Las célu las m on on u cleadas
de san gre periférica se aislaron  de
u n  con trol san o (■) y de u n a pa-
cien te con  en ferm edad de CES D
(pacien te #9) (●). Las célu las se in -
cu baron  en  u n  m edio libre de coles-
terol en  presen cia de lovastatin a 0,5
m M y con cen tracion es crecien tes de
colesterol libre, se estim u laron  con
fitohem aglu tin in a du ran te 72 h  y se
determ in ó la proliferación  m edian te
la in corporación  de [3H-m etil]-tim i-
din a al ADN . Los resu ltados se ex-
presan  en  porcen taje respecto a la
con dición  con trol, en  au sen cia de
lovastatin a. Los datos correspon den  a la m edia de cu adru plicados de u n  experim en to represen tativo, don de el error están dar n o
su peró el 6,5%  en  n in gú n  caso.
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Figu ra 6. Captación  de DiI-LDL (A) y
tasa de recu peración  por LDL (B) en
los distin tos gru pos de pacien tes. Para
cada gru po de pacien tes los resu ltados
están  expresados com o porcen tajes res-
pecto al con trol sano y son  las m edias
de los datos de captación  de DiI-LDL
(A) o de las tasas de recu peración  por
LDL (B) ± error estándar (EE). En  los
con troles el EE es tom ado de los valo-
res absolu tos. HF: pacien tes con  hiper-
colesterolem ia fam iliar.



El estudio individualizado dentro de cada uno
de estos grupos de pacien tes perm itió observar que
en  el caso de los pacien tes con  HF hom ozigota
existía una gran  correspondencia en tre los dos pa-
rám etros considerados (fig. 7). Algo sim ilar  ocurría
en  la m ayoría de los pacien tes con  HF heterozigo-
ta, si bien  apareció un  caso, com o el com entado
del pacien te #2, en  el cual existía una discrepancia
entre am bas variables (con  una captación  in term e-
dia y una tasa de recuperación  elevada). De igual
form a, dentro del grupo de los no HF, en  la pacien-
te #9 tam bién  se producía una falta de correspon-
dencia en tre la captación  de DiI-LDL y la tasa de
recuperación  por LDL (elevada captación  y discre-
ta tasa de recuperación) (fig. 7).

Discusión
La m edición  de la actividad del rLDL es necesa-

ria para el diagnóstico bioquím ico de la HF, com o
paso previo a la caracterización  del defecto a n ivel
m olecular. En  el presen te trabajo hem os aplicado
dos ensayos funcionales del rLDL para evaluar su
calidad diagnóstica.

Uno de los m étodos em pleados está basado en  la
citom etría de flu jo y para el m ism o se han  u tiliza-
do LDL m arcadas con  el fluorocrom o lipofílico
DiI39, las cuales son  m uy estables y adem ás su  m ar-
caje no supone alteración  alguna de la partícu la.
Esta alternativa perm ite realizar estudios tan to de
in ternalización  com o de unión 27,31, lo cual es una
ventaja sobre el m étodo que em plea an ticuerpos
fren te al rLDL, pues este ú ltim o únicam ente perm i-
te la detección  de su  presencia y no su  actividad27.
Adem ás, y a diferencia de los ensayos clásicos con
LDL m arcadas con  isótopos radiactivos, que única-
m ente in form an sobre la capacidad global de una
preparación  de célu las para un ir  o captar las LDL,

la citom etría de flu jo, en  prim er lugar, perm ite eli-
m inar la fluorescencia inespecífica del m edio y de
los restos celu lares y, en  segundo lugar, aporta m e-
didas de la actividad individual de cada célu la de la
preparación , ofreciendo una im agen  real de la po-
sible heterogeneidad celu lar 32.

La alta sensibilidad de esta técn ica y el práctica-
m ente ilim itado rango de m edida, da un  am plio
m argen  para diferenciar  célu las con  distin ta activi-
dad del rLDL. Así, la  actividad determ inada en  los
lin focitos de la pacien te #3 fue prácticam ente nu la,
tan to en  el ensayo de unión  com o en  el de in terna-
lización , lo que se corresponde con  el defecto m ole-
cu lar  que presen ta: heterozigoto com puesto para
las m utaciones D280G (exón  6) y G528V (exón  11),
que afectan  a la región  de un ión  y a la región  de
hom ología con  el precursor de EGF, respectiva-
m ente, dando lugar a un  fenotipo de clase 240. Por
su  parte, los resu ltados obten idos con  los lin focitos
de los pacien tes #1 y #2 fueron  m uy elocuentes.
Am bos pacien tes presen tan  la m utación  N804K
(FH Colm enar), el prim ero en  condición  hom ozigota y
el segundo en  condición  heterozigota. Esa m uta-
ción  se localiza en  el exón  17 y afecta a la región  ci-
toplasm ática, im pidiendo que el receptor se aloje
correctam ente en  la fosa recubierta de clatr ina, por
lo que aunque el receptor se exprese en  la m em -
brana y reconozca y una las LDL, no es capaz de
in ternalizarlas17. Pues bien , en  los lin focitos del pa-
cien te #1 la in ternalización  de DiI-LDL fue prácti-
cam ente nu la, y en  el pacien te #2 aproxim adam en-
te la m itad que la observada en  los lin focitos del
individuo control sano (fig. 1B). Por el contrario, la
capacidad de un ión , en  am bos pacien tes era prácti-
cam ente igual a la presen tada por los lin focitos del
control sano (fig. 1A). Estos resu ltados dem uestran
que, conform e a la predicción , en  estos pacien tes el
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Figu ra 7. Correspondencia en tre los
datos de captación  de DiI-LDL y los
de tasa de recu peración  por LDL.
Los datos de captación  de DiI-LDL
corresponden  a los valores de Bm áx

obten idos de las cinéticas de in ter-
nalización  para cada pacien te y ex-
presados en  porcentaje con  respecto
al control analizado en  paralelo. La
tasa de recu peración  por LDL es el
valor de la pendien te, referido en
porcentaje respecto al control, de los
datos de incorporación  de [3H-m e-
til]-tim idina al ADN para las con-
centraciones de cLDL com prendidas
entre 0 y 2 m g/m l, en tre las cu ales la
respu esta de las célu las controles es
lineal.



defecto del rLDL afecta exclusivam ente la in terna-
lización  y no el reconocim iento de las LDL. Com o
vem os, el abordaje conjunto del estudio de la un ión
a 4 °C y de la in ternalización  a 37 °C perm ite deter-
m inar el tipo de defecto del rLDL, ejem plificado en
los casos de la pacien te #3, con  un  fenotipo de cla-
se 2, y del pacien te #1, con  un  fenotipo de clase 4.

Para un  estudio de barrido de la actividad de
rLDL, en  una prim era fase es suficien te con  deter-
m inar la captación  de DiI-LDL. Esta aproxim ación
se aplicó a un  conjunto de pacien tes que presen ta-
ban  h ipercolesterolem ia (tabla 1). Los resu ltados
dem ostraron  que la m ayoría de ellos presen taba
una dism inuida captación  de DiI-LDL, sugestiva de
un  defecto en  el rLDL, lo que perm itía confirm ar el
diagnóstico de HF (tabla 2). En  cam bio, en  los pa-
cien tes #9, #10 y #11 la captación  de DiI-LDL no
estaba dism inuida, lo que descartaba este diagnós-
tico. Por tan to, esta técn ica es válida para el ensayo
de la actividad del rLDL. Adem ás, y aparte de las
ya com entadas, esta técn ica presen ta una im por-
tan te ventaja con  respecto al ensayo habitual de ac-
tividad del rLDL con  LDL m arcadas con  isótopos
radiactivos, que es el análisis individual de las célu-
las, lo que perm ite cen trarlo en  las célu las viables;
así que la presencia de célu las m uertas en  el cu lti-
vo, que puede ser m uy variable, no afecta al resu l-
tado en  este ensayo. No obstan te, hay que recono-
cer que, al igual que en  otros ensayos, los lin focitos
deben  aislarse rápidam ente de la sangre, y que ésta
no está estandarizada, por lo que es necesario ana-
lizar jun to con  los casos, célu las controles com o re-
ferencia de la actividad del rLDL.

El segundo ensayo em pleado se basa en  la de-
pendencia que tienen  las célu las sobre el colesterol
para poder proliferar. Esto perm ite plan tear un  en-
sayo funcional en  el que se determ ina la capacidad
de las LDL para recuperar la inh ibición  de la proli-
feración  inducida por la lovastatina in  vitro16,17. En
ausencia de colesterol en  el m edio, la  lovastatina
detiene la proliferación  de los lin focitos estim ula-
dos con  fitohem oaglu tin ina, m ientras que la adi-
ción  de cLDL al m edio perm ite restablecer la proli-
feración  siem pre y cuando las célu las puedan
disponer del colesterol de las LDL. Esto es así en
las célu las procedentes de controles sanos; por el
contrario, en  los lin focitos de los pacien tes con  HF
hom ozigota (#1 y #3), las LDL fueron  incapaces de
restaurar la proliferación  (fig. 2). Este fenóm eno
pone de m anifiesto el papel del rLDL facilitando la
captación  de colesterol por las célu las, y se ha u tili-
zado para identificar defectos en  la vía del rLDL
que alteren  su  función 16-18, así com o m odificacio-
nes en  las propias lipoproteínas que alteren  su  re-

conocim iento10. Com o índice num érico de este
efecto, que perm itir ía com parar los distin tos casos,
calcu lam os lo que denom inam os “tasa de recupera-
ción  por LDL”, que es la pendien te de la recta de
regresión  de los datos de proliferación  para el ran-
go lineal de concentraciones de cLDL. Observam os
que la tasa de recuperación  por LDL estaba dism i-
nuida en  los pacien tes con  HF, m ás del 90% en  los
hom ozigotos y alrededor del 50% en  los heterozi-
gotos (tabla 2), datos que coinciden  con  la activi-
dad de rLDL determ inada com o la captación  de
DiI-LDL. El caso del pacien te #2 es peculiar, ya que
siendo portador heterozigoto de la m utación
N804K y ten iendo una actividad de rLDL del 55%
(tabla 2), la  recuperación  de la proliferación  por
LDL era sim ilar  a la del control (fig. 2). La causa
de estos resu ltados aparen tem ente contradictorios
probablem ente reside en  el peculiar  defecto del
rLDL del que se trata, que afecta a la cola citoplas-
m ática. Recien tem ente, se ha descubierto que esta
región  de la proteína puede participar en  la genera-
ción  de señales de tipo regulador 19,41, por lo que
cabe la posibilidad de que la un ión  de las LDL al
receptor desencadene una señal que repercu ta po-
sitivam ente en  la proliferación  celu lar. Dado que en
este pacien te la provisión  de colesterol a las célu las
no se encuentra im pedida totalm ente, ya que uno
de sus alelos es norm al, se puede h ipotetizar que
sus célu las responden  eficien tem ente a las LDL del
m edio porque la señal reguladora se da en  toda su
extensión . Este com portam iento, sin  em bargo, no
se observa en  el pacien te #1, que presen ta el m ism o
tipo de defecto pero en  condición  hom ozigota, pro-
bablem ente porque si bien  la señal puede originar-
se al un irse las LDL al receptor, la  incapacidad
para in ternalizarlas determ ina una falta de dispo-
n ibilidad de colesterol necesaria tam bién  para la
proliferación  celu lar.

Otro caso ilustrativo es el de la paciente #9, que
presentaba una actividad de rLDL prácticam ente
igual a la del control (fig. 3) y, sin  em bargo, las LDL
no fueron del todo eficientes a la hora de recuperar
la inhibición de la proliferación celu lar (fig. 4). Esta
paciente presentaba CESD42, que se caracteriza por
una deficiencia en  la actividad de la LAL43, enzim a
que se encarga de h idrolizar los ésteres de coleste-
rol y los triglicéridos de las lipoproteínas captadas
por el rLDL, y cuya disfunción causa la acum ula-
ción in tralisosom al de ésteres de colesterol, com o
era el caso de esta paciente. A diferencia de las
LDL, el colesterol libre no asociado a lipoproteínas,
que no entra en  la célu la por endocitosis m ediada
por receptor, fue capaz de restaurar la inhibición de
la proliferación celu lar con sim ilar eficiencia en  los
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linfocitos de esta paciente que en  los de controles
(fig. 5). Por tanto, la m enor eficiencia de las LDL
para recuperar la inhibición de la proliferación ce-
lu lar, en  este caso, puede atribuirse a la dificultad
para u tilizar el colesterol procedente de las LDL y
no a un defecto en  el propio receptor.

Con el em pleo de am bas técn icas analíticas, se
pueden  agrupar a los pacien tes en  tres categorías
claram ente diferenciadas (fig. 6). En  la m ayoría de
los casos existe una correspondencia en tre la cap-
tación  de DiI-LDL y la tasa de recuperación  por
LDL, de m anera que con  la realización  de uno solo
de ellos hubiera sido suficien te. Ahora bien , existen
casos (pacien tes #2 y #9) donde esa corresponden-
cia no se da (fig. 7). Concretam ente, atendiendo
sólo a la tasa de recuperación  por LDL, el pacien te
#2 hubiera podido considerarse com o norm al,
m ientras que la pacien te #9 hubiera podido consi-
derarse com o portadora de un  defecto del rLDL.
Esto pone de m anifiesto que am bas técn icas son
com plem entarias y necesarias para un  correcto
diagnóstico bioquím ico de la HF.

Bibliografía

1. Goldstein  JL, Brown MS. Binding and degradation  of low-density
lipoproteins by cu ltured hum an fibroblasts. Com parison  of cells
from  norm al and from  a patien t with  hom ozygous hypercholeste-
rolem ia. J Biol Chem  1974;249:5153-62.

2. Brown MS, Goldstein  JL. A receptor-m ediated pathway for choles-
terol hom eostasis. Science 1986:232:34-47.

3. Sprecher DL, Hoeg JM, Schaefer EJ. The association of LDL recep-
tor activity, LDL cholesterol level, and clin ical course in  hom ozy-
gous fam ilial hypercholesrolem ia. Metabolism  1985;34: 294-9.

4. Goldstein  JL, Hobbs HH, Brown MS. Fam ilial hypercholestrole-
m ia. En: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, editors. The
m etabolic basis of inherited disease. New York: McGraw- Hill,
1995; p. 1981-2030.

5. Teruel JL, Lasunción  MA, Castañón  MA, Herrera E , Ortuño J. Afé-
resis de lipoproteínas con  colum nas de su lfato de dextrano. Clin
Invest Arterios 1991;3:5-10.

6. Lasunción  MA, Teruel JL, Álvarez JJ, Carrero P, Ortuno J, Góm ez
Coronado D. Changes in  lipoprotein(a), LDL-cholesterol and apo-
lipoprotein  B in  hom ozygous fam ilial hypercholesterolaem ic pa-
tien ts treated with  dextran  su lfate LDL-apheresis. Eur J Clin  In-
vest 1993;23:819-26.

7. Varret M, Rabes JP, Thiart GM, Kotze MJ, Baron  H, Cenarro A, et
al. LDLR Database. 2nd ed. New additions to the database and
software, and the resu lts of the first m olecular analysis. Nucleic
Acids Res 1998;26:248-52.

8. Hobbs HH, Brown MS, Goldstein  JL. Molecular genetics of the
LDL receptor gene in  fam ilial hypercholesterolem ia. Hum  Mutat
1992;1:445-66.

9. Hobbs HH, Russell DW, Brown MS, Goldstein  JL. The LDL recep-
tor locus in  fam ilial hypercholesterolem ia: m utational analysis of
a m em brane protein . Annu Rev Genet 1990;24:133-70.

10. Cuthbert JA, Lipsky PE. Provision  of cholesterol to lym phocytes
by h igh  density and low density lipoproteins. Requirem ent for low
density lipoprotein  receptors. J Biol Chem  1987;262:7808-18.

11. Chen  HW, Kandutsch  AA, Waym outh  C. Inh ibition  of cell growth
by oxygenated derivatives of cholesterol. Nature 1974;251:419-21.

12. Brown MS, Goldstein  JL. Suppression  of 3-hydroxy-3-m ethylglu-
taryl coenzym e A reductase activity and inh ibition  of growth  of
hum an fibroblasts by 7-ketocholesterol. J Biol Chem  1974;249:
7306-14.

13. Suárez Y, Fernández C, Ledo B, Ferruelo AJ, Martín  M, Vega MA,
et al. Differen tial effects of ergosterol and cholesterol on  Cdk1 ac-
tivation  and SRE-driven  transcription : sterol specifity for cell cy-
cle progression  in  hum an cells. Eur J Biochem  2002;269:
1761-71.

14. Martínez-Botas J, Suárez Y, Ferruelo AJ, Góm ez-Coronado D, La-
sunción  MA. Cholesterol starvation  decreases p34cdc2 kinase acti-
vity and arrests the cell cycle at G2. FASEB J 1999;13:1359-70.

15. Carrero P, Góm ez-Coronado D, Martínez-Botas J, Lasunción  MA.
Efecto de las lipoproteínas en  la duplicación  celu lar  de lin focitos.
Papel del receptor LDL. Clin  Invest Arterios 1994;6:113-23.

16. Cuthbert JA, East CA, Bilheim er DW, Lipsky PE. Detection  of fa-
m ilial hypercholesterolem ia by assesing functional low-density-li-
poprotein  receptors on  lym phocytes. N Engl J Med 1986;314:879-
83.

17. Martínez-Botas J, Suárez Y, Reshef A, Carrero P, Ortega H, Gó-
m ez-Coronado D, et al. Im pact of differen t low-density lipoprotein
(LDL) receptor m utations on  the ability of LDL to support lym p-
hocyte proliferation . Metabolism  1999;48:834-9.

18. Koivisto PV, Koivisto UM, Kovanen  PT, Gylling H, Miettinen  TA,
Kontu la K. Deletion  of exon  15 of the LDL receptor gene is asso-
ciated with  a m ild form  of fam ilial hypercholesterolem ia. FH-Es-
poo. Arterioscler  Throm b 1993;13:1680-8.

19. Howell BW, Herz J. The LDL receptor gene fam ily: signalling
functions during developm ent. Curr Opin  Neurobiol 2001;11:74-
81.

20. Metzler  B, Li C, Hu Y, Sturn  G, Ghaffari-Tabrizi N, Xu Q. LDL sti-
m ulates m itogen-activated protein  kinase phosphatase-1 expres-
sion , independent of LDL receptors, in  vascular sm ooth  m uscle
cells. Arterioscler  Throm b Vasc Biol 1999;19:1862-71.

21. William s RR, Hunt SC, Schum aker Hegele RH, Leppert MF, Lud-
wig EH. Diagnosis of heterozygous hypercholesterolem ia using
new practical criteria validated by m olecular genetics. Am  J Car-
diol 1993;72:171-6.

22. Bilheim er DW, Ho YK, Brown MS, Anderson  RGW, Goldstein  JL.
Genetics of low density lipoprotein  receptor dim in ished activity in
lim phocytes from  heterozygous with  fam ilial hypercholesterole-
m ia. J Clin  Invest 1978;61:678-96.

23. Koivisto PV, Koivisto UM, Miettinen  TA, Kontu la K. Diagnosis of
heterozygous fam ilial hypercholesterolem ia. DNA analysis com -
plem ents clin ical exam ination  andd analysis of serum  lipids levels.
Arterioscler  Throm b 1992;12:584-95.

24. May K, Kram er FB, Chen  J, Cooper AD. ELISA m easurem ent of
LDL receptors. J Lipid Res 1990;31:1638-89.

25. Stephan  ZF, Yurachek EC. Rapid fluorom etric assay of LDL re-
ceptor activity by DiI-labeled LDL. J Lipid Res 1993;34:325-30.

26. Benham am ouch S, Kuznierz JP, Agnani G, Marzin  D, Lecerf JM,
Clavey V. Determ ination  of LDL receptor binding capacity of hu-
m an lym phocytes by im m unocytofluorim etric assay. Biophys Acta
1988;1002:45-53.

27. Schm itz G, Bruning T, Kovacs E , Barlage S. Fluorescence flow cy-
tom etry of hum an leukocytes in  the detection  of LDL receptor de-
fects in  the differen tial diagnosis of hypercholesterolem ia. Arte-
rioscler  Throm b 1993;13:1053-65.

28. Ho YK, Brown MS, Kaiden  HJ, Goldstein  JC. Binding, in ternaliza-
tion  and hydrolysis of low density lipoprotein  in  long-term  lym p-
hoid cell lines from  a norm al subject and a patien t with  hom ozy-
gous fam ilial hypercholesterolem ia. J Exp Med 1976;144:444-55.

29. Ranganathan  S, Hattori H, Kashyap ML. A rapid flow cytom etric
assay for low-density lipoprotein  receptors in  hum an peripheral
blood m ononuclear cells. J Lab Clin  Med 1995;125:479-86.

30. Reynolds GD, St. Clair  RW. A com parative m icroscopic and bio-
chem ical study of the uptake of fluorescent and 125I-labeled lipo-
proteins by skin  fibroblasts, sm ooth  m uscle cells, and peritoneal
m acrophages in  cu lture. Am  J Pathol 1985;121:200-11.

31. Suárez Y, Martínez-Botas J, Ortega H, Ferruelo AJ, Góm ez-Coro-
nado D, Teruel JL, et al. Determ inación  de la actividad del recep-
tor de LDL en  lin focitos m edian te citom etría de flu jo para el diag-
nóstico de la h ipercolesterolem ia fam iliar . Clin  Invest Arterios
1997;9:47-54.

32. Yen CF, Kalunta CI, Chen  FS, Kaptein  JS, Lin  CK, Lad PM. Flow
cytom etric evaluation  of LDL receptors using DiI-LDL uptake and
its application  to B and T lym phocytic cell lines. J Im m unol Met-
hods 1994;177:55-67.

SUÁREZ Y, ET AL. COMPARACIÓN DE DOS ENSAYOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE LDL PARA EL DIAGNÓSTICO
DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Clin  Invest Arterioscl 2002;14(3):123-34   133



33. Lohne K, Urdal P, Leren  TP, Tonstad S, Ose L. Standardization  of
a flow cytom etric m ethod for m easurem ent of low-density lipo-
protein  receptor activity on  blood m ononuclear cells. Cytom etry
1995;20:290-5.

34. Teruel JL, Lasuncion  MA, Navarro JF, Carrero P, Ortuno J. Preg-
nancy in  a patien t with  hom ozygous fam ilial hypercholesterole-
m ia undergoing low-density lipoprotein  apheresis by dextran  su l-
fate adsorption . Metabolism  1995;44:929-33.

35. Boyum  A. Isolation  of m ononuclear cells and granulocytes from
hum an blood. Isolation  of m ononuclear cells by one cen trifuga-
tion  and granulocytes by com bin ing cen trifugation  and sedim en-
tation  at 1 g. Scand JClin  Lab Invest 1968;21:77-89.

36. Gutiérrez C, Bernabé RR, Vega J, Kreiler  M. Purification  of hu-
m an T and B cells by discontinuous density gradien t of percoll. J
Im m unol Methods 1979;29:57.

37. Chung BH, Segrest JP, Ray MJ, Brunzell JD, Hokanson  JE, Krauss
RM, et al. Plasm a lipoproteins, part A, Preparation , Structure, and
Molecular Biology. En: Segrest JP, Alber JJ, editors. Orlando, Flo-
rida: Acabem ic Press, 1986;181-209.

38. Via DP, Sm ith  LC. Fluorescent labeling of lipoproteins. Methods
Enzym ol 1986;129:848-57.

39. Pitas RE, Innenarity TL, Weinstein  JN. Acetoacetylated lipopro-
teins used to distinguish  fibroblast from  m acrophages in  vitro by
fluorescence m icroscopy. Arteriosclerosis 1981;1:177-85.

40. Chaves J, Real JT, Puig O, Ascaso JF, Teruel JL, Lasunción  MA, et
al. Hipercolesterolem ia fam iliar: iden tificatión  y caracterización
m olecular del prim er hom ozigoto com puesto español. Med Clin
(Barc) 1998;110:300-2.

41. Nim pf J, Schneider WJ. From  cholesterol transport to signal
transduction : low density lipoprotein  receptor, very low density li-
poprotein  receptor, and apolipoprotein  E  receptor-2. Biochim
Biophys Acta 2000;1529:287-98.

42. Schm itz G, Assm ann G. Acid lipase deficiency: Wolm an disease
and cholesteryl ester storage disease. En: Scriver, CR, Beaudet, AL,
Sly WS, Valle D, editors. Metabolic basis of inherited disease. New
York: McGraw-Hill, Inc., 1995; p. 1623-44.

43. Lohse P, Lohse L, Chahrokh-Zadeh  S, Seidel D. Hum an lysosom al
acid lipase/cholesteryl ester  hydrolase and hum an gastr ic lipase:
site-directed m utagenesis of Cys227 and Cys236 resu lts in  substra-
te-dependent reduction  of enzym atic activity. J Lipid Res 1997;
38:1896-905.

SUÁREZ Y, ET AL. COMPARACIÓN DE DOS ENSAYOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE LDL PARA EL DIAGNÓSTICO
DE LA HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

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


