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Introduccion. El colesterol es necesario para la
proliferacién y la correcta progresion del ciclo
celular. La inhibici6n sostenida de la biosintesis de
colesterol inhibe la citocinesis y da lugar a la
aparicion de células poliploides, efectos que
pueden implicar la participacion de las vias de
estrés.

Objetivo. Estudiar el efecto de la inhibicion
terminal de la biosintesis de colesterol sobre la via
de p38 MAPK y su papel en la progresion del ciclo
celular.

Metodologia. La inhibicién de la biosintesis de
colesterol en las células promielociticas humanas
HL-60 se llevé a cabo con SKF 104976. En
determinados casos, junto a este inhibidor, se
inhibieron las vias de p38 MAPK y ERK1/2
empleando SB 203580 y PD 98059,
respectivamente. El ciclo celular se estudié por
marcaje con yoduro de propidio e incorporacién de
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bromodesoxiuridina y analisis por citometrfa de
flujo, y la expresion de proteinas se analizé por
Western blot.

Resultados. La inhibicion de la biosintesis de
colesterol produjo la acumulacién de células en
G2/M y una activacién transitoria de p38 MAPK,
efectos que fueron revertidos por las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), demostrando que se
debian a la deficiencia de colesterol. En aquellas
condiciones, la adicién de SB 203580 acelerd la
replicacién del ADN acompariada de un aumento
de la poliploidia. Contrariamente, la adicién de PD
98059 inhibid la sintesis de ADN. Ni la inhibicién
de p38 MAPK ni la de ERK impidieron la divisién
de las células previamente tratadas con SKF
104976 tras suplementarlas con LDL, ni de las
células previamente sincronizadas en prometafase
con nocodazol.

Conclusiones. La inhibicién de la biosintesis de
colesterol activa la via de p38 MAPK a fin de
impedir la poliploidfa pero no tiene efecto sobre la
culminacién de la mitosis.
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ROLE OF p38 MAPK IN THE EFFECTS OF
CHOLESTEROL BIOSYNTHESIS INHIBITION ON
CELL CYCLE PROGRESSION IN HL-60 CELLS

Introduction. Cells require cholesterol for
proliferation and correct progression of the cell
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cycle. In the absence of cholesterol, the cells fail to
undergo cytokinesis and polynucleated cells are
generated. These effects could be mediated by
stress signal transduction pathways.

Objective. To study the effects of cholesterol
biosynthesis inhibition on the activity of p38
MAPK and to evaluate the role of this pathway on
cell cycle progression.

Methodology. Human leukemia cells (HL-60)
were incubated in the presence of SKF 104976, an
inhibitor of cholesterol biosynthesis. In some cases
inhibitors of p38 MAPK and ERK1/2, namely SB
203580 and PD 98059, were added to the medium.
Cell cycle progression was studied by flow
citometry, both DNA content and
bromodeoxyuridine incorporation into DNA, and
protein expression of p38 MAPK was analyzed by
western blot.

Results. Inhibition of cholesterol biosynthesis
led to accumulation of cells in G2/M and a
transient activation of p38 MAPK. These effects
were reversed by supplementing the medium with
LDL. The addition of SB 203580 accelerated DNA
replication, which was accompanied by an increase
of polyploidy. By contrast, the addition of PD
98059 inhibited DNA synthesis. Lastly, neither the
inhibition of p38 MAPK nor ERK affected the
division of cells treated with the cholesterol
biosynthesis inhibitor following LDL provision, or
mitosis completion from methaphase of cells
previously synchronized with nocodazole.

Conclusions. Cholesterol deficiency induces p38
MAPK pathway activation in order to prevent
polyploidy, but has no effect on mitosis
completion.
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Introduccion

El colesterol es necesario para la proliferacion
celular. En este sentido, el colesterol no sélo es un
componente integral de la membrana celular sino
que también parece ejercer acciones reguladoras
que permiten la correcta progresién del ciclo celu-
lar. En la linea promielocitica HL-60, hemos de-
mostrado que la deficiencia de colesterol produci-
da por inhibicién de la biosintesis de colesterol en
células incubadas en un medio libre de colesterol,
produce una serie de efectos que, en dltimo térmi-
no, impiden la divisién celular. Inicialmente se ob-
serva una retencién de las células en G2/M, con in-
hibicién de la citocinesis, que finalmente conduce

a la formacién de células poliploides por un meca-
nismo de rerreplicacién!. Todos estos efectos se
evitan y revierten, al menos parcialmente, afiadien-
do colesterol al medio de cultivo, lo que demuestra
que las acciones que ejerce el colesterol en esas eta-
pas del ciclo celular son especificas®*.

La progresién del ciclo celular se produce de
una forma ordenada, lo que estdi mediado por
la activacion puntual de distintos complejos
ciclina/Cdk y su desactivacién posterior. Concreta-
mente, la transicién de G2 a mitosis estd controla-
da por el complejo ciclina B1/Cdk1, cuya actividad
estd gobernada por expresion de la ciclina Bl, su
localizaciéon subcelular y la fosforilaciéon de la
Cdk1. Pues bien, hemos demostrado que la parada
en G2/M producida por la deficiencia experimental
de colesterol coincide con la disminucién de la ac-
tividad de ciclina B1/Cdk1 y que la reposicién de
colesterol estimula la transcripcién del gen de la ci-
clina B1 vy, consiguientemente, la actividad del
complejo**.

Las células que superan ese punto de control de
G2, transcurren por mitosis hasta completar la ca-
riocinesis, pero ven impedida la citocinesis'. El re-
querimiento de colesterol para que se produzca la
abscision celular ha sido confirmado por otros in-
vestigadores®. Estos autores observaron que en los
momentos previos a la citocinesis, el colesterol de
la membrana es reclutado hacia el anillo mitético y
que la extraccion selectiva de colesterol mediante
metil-beta-ciclodextina impide la citocinesis®.

Este papel del colesterol en la mitosis coincide
con la estimulacién de la biosintesis de este lipido
precisamente en esta etapa, como recientemente
demostraron Bengoechea-Alonso et al®. Es intere-
sante que la ciclina B1/Cdkl es capaz de fosforilar
SREBP en una zona préxima al dominio “phospho-
degron”, evitando su degradacién por el protea-
soma’, lo que explicaria la estimulacién de la
transcripcion de los genes relacionados con la bio-
sintesis de colesterol y el receptor de lipoprotei-
nas de baja densidad (LDL) precisamente en mi-
tosis.

La deficiencia de colesterol se puede considerar
como un estrés ante el cual la célula puede respon-
der activando algunas de las denominadas vias de
estrés, entre las que se encuentra la de p38 MAPK
(p38 mitogen-activated protein kinase). Esta via se
activa en respuesta a citocinas proinflamatorias
y distintos tipos de estrés, como la radiaciéon UV y
los choques térmico y osmético®!3. Por lo general,
dichos estimulos son recogidos por las cinasas
MKK3/6 que fosforilan a p38 en sendos residuos
Thr y Tyr activindola. La activacién de esta via
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