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RESUMEN

Introduccion: El microARN (miR) se ha relacionado con la génesis tumoral en muchos tipos de cancer,
pero ningin estudio ha examinado el rol exacto del miR-133 en el cancer de pulmén.
Meétodos: Identificamos el miR-133 como posible regulador de la expresion de la FOXQ1 e investigamos
la posible implicacién del miR-133 en la migracion y la invasién de células de cancer de pulmén, y el
mecanismo molecular subyacente.
Resultados: El miR-133 se dirigié directamente y redujo la expresion de la FOXQ1, que a su vez redujo la
concentracién de TGF-f3. El miR-133 disminuyé en lineas celulares de cancer de pulmén A549 y HCC827,
y su reexpresion inhibié significativamente la migracién y la invasién de células de cancer de pulmén.
Investigaciones subsiguientes revelaron que dicha inhibicién estaba provocada por una inversién de la
transicién epitelio-mesenquimatosa, constatada por una elevacién del marcador epitelial E-cadherina
inducida por el miR-133 y una reduccién del marcador vimentina.
Conclusiones: Nuestro estudio es el primero que ha identificado el miR-133 como biomarcador del cancer
de pulmoén. Su funcién es reducir la FOXQT1 e inhibir la transicion epitelio-mesenquimatosa, la cual anta-
goniza la génesis tumoral en el cancer de pulmén. Por consiguiente, nuestros datos respaldan el papel
del miR-133 como posible instrumento terapéutico molecular en el tratamiento del cincer de pulmén.
© 2015 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Expression of microRNA-133 inhibits epithelial-mesenchymal transition
in lung cancer cells by directly targeting FOXQ1

ABSTRACT

Introduction: MicroRNA (miR) was implicated in the tumorigenesis of many types of cancer, but no study
was conducted on the exact role of miR-133 in lung cancer.
Methods: We have identified miR-133 as a putative regulator of FOXQ1 expression, and investigated
the potential involvement of miR-133 in the migration and invasion of lung cancer cells, as well as the
underlying molecular mechanism.
Results: MiR-133 directly targeted and down-regulated FOXQ1 expression, which in turn reduced TGF-f3
level. MiR-133 was down-regulated in lung cancer cell lines A549 and HCC827, and its re-expression sig-
nificantly inhibited the migration and invasion of the lung cancer cells. Further investigation revealed that
this inhibition was caused by reversing the epithelial-mesenchymal transition, evidenced by miR-133
induced elevation of epithelial marker E-cadherin, and reduction of mesenchymal marker Vimentin.
Conclusions: Our study is the first to identify miR-133 as a biomarker for lung cancer. It functions to
down-regulate FOXQ1, and inhibit epithelial-mesenchymal transition, which antagonizes lung cancer
tumorigenesis. Therefore our data support the role of miR-133 as a potential molecular therapeutic tool
in treating lung cancer.
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Introduccion

El cancer de pulmén es la primera causa de muerte por cancer
en todo el mundo', y la transicién epitelio-mesenquimatosa (TEM)
juega un papel crucial en la formacién de metastasis de los cance-
res humanos, incluido el cancer de pulmén?. Durante la TEM, las
células epiteliales adquieren el fenotipo mesenquimatoso y se des-
prenden del tumor primario, se diseminan a través de la circulacién
y llegan hasta tejidos secundarios, donde causan metastasis>. La
TEM implica cambios fenotipicos y una reprogramacién molecular.
Durante la transicion, las células epiteliales inméviles polarizadas
cambian su morfologia para convertirse en células mesenquimato-
sas moviles, que tienen mayor motilidad y capacidad de invasién®.
Estatransicién también se caracteriza por una reduccién de los mar-
cadores epiteliales que incrementan el contacto entre células, como
la E-cadherina, y también de los marcadores mesenquimatosos,
como la vimentina o la N-cadherina®.

Se ha afirmado que distintas vias de sefializacién pueden desen-
cadenar la TEM. Se ha observado que el factor de transcripcién
Forkhead FOXQ1 induce la TEM en el cincer de mama®, y también
se ha descrito que en el cancer colorrectal media la comunica-
cién cruzada entre el TGF-B y las vias de sefializacién Wnt’. En
el cancer de pulmén en particular, la expresion del FOXQ1 es
indicativa de mal pronéstico, promueve la TEM e incrementa la
quimiosensibilidad®?.

Los microARN (miARN o miR) son pequefias moléculas de
ARN no codificante, normalmente de unos 20-25 nucleétidos.
Reconocen secuencias complementarias especificas que suelen
encontrarse en la region 3’ no traducida (UTR) de los ARNm diana,
reprimiendo la traduccién o degradando el ARNm diana'®!!. Los
miARN participan en la TEM de muchos tipos de cancer, como el
cancer de pulmén, alterando la expresiéon de oncogenes o genes
supresores tumorales!?. Se ha observado, por ejemplo, que el
miR-19 desencadena la TEM y promueve la migracién y la inva-
sién de las lineas celulares de cancer de pulmén A549 y HCC82713,
Contrariamente, otros miARN inhiben este proceso, como por ejem-
plo el miR-129, el cual, segtn la literatura, antagoniza la TEM y
las metastasis del cancer de pulmén no microcitico reduciendo el
MCRS1'4. De manera similar, también se ha observado que una baja
expresion del miR-30c afecta negativamente a la TEM del cancer de
pulmén'>. A pesar de esto, todavia no se conoce bien el papel exacto
del miR-133 en la regulacién de la TEM.

En nuestro estudio nos propusimos investigar si el miR-133
esta involucrado en la regulacién de la TEM de células de cancer
de pulmén y los posibles mecanismos subyacentes. Constatamos
que el miR-133 disminuia en las lineas celulares de cancer de pul-
moén humano A549 y HCC827, y que actuaba directamente sobre el
FOXQ1 reduciendo su expresion. El aspecto mas importante es que
la expresion del miR-133 invirti6 las caracteristicas de la TEM, inhi-
biendo la capacidad migratoria e invasiva de las células de cancer
de pulmoén. Asi, el miR-133 podria ser un instrumento terapéu-
tico molecular novedoso capaz de invertir la TEM en el cancer de
pulmoén.

Materiales y métodos
Lineas celulares, anticuerpos y microARN

Se obtuvieron lineas celulares de pulmén humano normal
CCD-19Lu y MRC-9, y lineas celulares de cancer de pulmén
humano A549 y HCC827 mediante el método de colecciéon ame-
ricana para cultivo tipo (ATCC). Las células se mantuvieron en un
medio completo con RPMI-DMEM (Hyclone; GE Healthcare) de
alto contenido en glucosa y un 10% de suero bovino fetal (FBS;
Gibco), a 37°C y en una atmoésfera humidificada que contenia
un 5% de CO,. Todos los anticuerpos anti-FOXQ1 (ab194564),

anti-TGF- (ab9758), anti-Smad2/3 total (ab63672), anti-fosfo-
Smad2/3 (ab63399), anti-E-cadherina (ab76055), anti-N-cadherina
(ab18203), anti-vimentina (ab92547) y anti-GAPDH (ab181602)
se adquirieron de Abcam. El hsa-miR-133 mirVana miRNA mimic
(MC10029) y el control negativo mirVana miRNA (4464061) se
adquirieron de Life Technologies. La transfeccion de las lineas
celulares se efectu6 siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de la transfeccion, las células se incubaron durante 48 h
antes de realizar otras pruebas experimentales.

Western blot

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con una densi-
dad de 1 x 108 células/pocillo con 2 ml de medio DMEM completo.
Transcurridas 24 h desde la transfeccion del hsa-miR-133 o control
negativo, se extrajo la proteina total utilizando un tampén RIPA
(50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton
X-100, 1% desoxicolato de sodio, 0,1% SDS e inhibidores de la pro-
teasa). La concentraciéon de proteinas se determiné mediante una
prueba BCA. Cantidades iguales de proteinas se separaron mediante
SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
utilizando una unidad de transferencia semiseca (Bio-Rad Labora-
tories). A continuacién, la membrana se sumergi6é en un tampén
bloqueador (PBS, 0,1% Tween-20) con leche desnatada al 5% durante
20 min y luego se incub6 con los anticuerpos primarios correspon-
dientes durante toda la noche y a 4°C. Después de los lavados con
el tampén bloqueador, las células se incubaron con un anticuerpo
secundario conjugado con HRP (Life Technologies) a temperatura
ambiente durante 1 h, se volvieron a lavar con el tampén bloquea-
dor y se visualizaron con el sustrato Luminata Forte Western HRP
(EMD Millipore).

Prueba de curacion de dafios

Después de la transfeccién, se sembraron 1 x 10° células trans-
fectadas con control miARN negativo o hsa-miR-133 en una placa
con 6 pocillos. Con la punta de una pipeta estéril de 100 .l se efec-
tud un dafio lineal a través de la monocapa celular confluyente, y el
detritus celular se eliminé lavandola con PBS. La distancia migrada
del borde de crecimiento de las monocapas dafiadas se determiné
24 h después de causar el dafio, y la tasa de migracion se expres6
como porcentaje respecto a los controles respectivos.

Prueba de invasion celular

La prueba de invasién celular se llevé a cabo en una placa de
24 pocillos con camara de relleno con un tamafio del poro de 8 pm
(BD Biosciences). Se colocaron 1 x 10° células transfectadas con
control miARN negativo o hsa-miR-133 en la cdmara superior de
cada pocillo con membrana recubierta de Matrigel, diluidas en un
medio de cultivo sin suero. El compartimento inferior se rellen6 con
500 .1 de un medio que contenia un 10% de FBS para atraer a las
células. Las células se incubaron a 37 °C en una incubadora humidi-
ficada con un 5% de CO, durante 24 h, alo que siguié una exposicién
a 20 uM de 5-etinil-2-desoxiuridina (EdU) durante 4 h mas y a
37°C.Losinsertos de membrana se retiraron de la placay se tifieron
mediante el kit ENU (Invitrogen). Las células de cada pocillo se con-
taron en 6 campos microscépicos aleatorios, y la tasa de invasién
se expres6 como el porcentaje respecto a los controles respectivos.

Prueba de fijaciéon y desprendimiento celular

Las células se sembraron en una placa de 24 pocillos (1 x 10°
células/pocillo). En resumen, para la prueba de fijacién, tras 1h de
incubacioén, las células no fijadas se lavaron 2 veces con PBS y las
células fijadas se contabilizaron tras una tripsinizacion. La tasa de
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fijacién se expres6 como el porcentaje del nimero de células fijadas
respecto al nimero total de células, y normalizado respecto al con-
trol correspondiente. Para la prueba de desprendimiento, las células
se desprendieron con tripsina al 0,05% durante 3 min, y se conta-
bilizaron tras la incubacién de las células sembradas durante 24 h.
Las células fijadas restantes se volvieron a tripsinizar con la enzima
al 0,25% y se contabilizaron. La tasa de desprendimiento celular se
expres6 como el porcentaje de células desprendidas respecto del
total de células, y normalizado respecto al control correspondiente.

Andlisis estadistico

Todos los valores se presentaron mediante la media +EEM.
Para establecer diferencias significativas entre grupos se utilizé
la prueba de la t de Student bilateral. Se determiné que existian
diferencias entre los datos si el valor de p era <0,05.

Resultados
El miR-133 disminuye en lineas celulares de cdncer de pulmén

Mediante el recurso de microRNA.org, identificamos que la
secuencia del miR-133 tiene un supuesto sitio de unién en el
3'-UTR del ARNm de FOXQ1. Ademas, mediante RT-PCR, tras
un examen de su expresién en las lineas celulares de cancer de
pulmén humano A549 y HCC827, encontramos que la de miR-133
es significativamente mas baja, en comparacién con los niveles que
se observan en las lineas celulares de pulmén normal CCD-19Lu
y MRC-9. Las concentraciones de MiR-133 en CCD-19Lu y MRC-9
fueron similares, mientras que en A549 la concentracién habia
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disminuido hasta aproximadamente el 30% de las lineas celulares
normales, y en HCC827 alrededor del 40% de las lineas
celulares normales. Estos resultados sugirieron que, en compara-
cién con las de las lineas celulares de pulmén humano normales,
la expresién de miR-133 habia disminuido significativamente
en las lineas celulares de cancer de pulmén.

El miR-133 apunta directamente al 3’-UTR del FOXQ1

A continuacién validamos el supuesto sitio de unién del
miR-133 en el 3'-UTR de FOXQ1 mediante una prueba de luciferasa.
Las secuencias de 3’-UTR natural (WT-luc) del ARNm de FOXQ1 y
su version mutada (mut-luc) se fusionaron con el derivado de ORF
luciferasa, respectivamente. Posteriormente, los 2 constructos de
luciferasa se transfectaron por separado en células A549 y HCC827,
junto con un control miARN negativo miR-133 mimic. Luego se eva-
lu6 la actividad de la luciferasa. Como consecuencia, el miR-133
redujo drasticamente la actividad del WT-luc hasta aproximada-
mente el 30% del valor obtenido en los experimentos de controles
transfectados, de forma sistematica en las lineas celulares A549 y
HCC827. Por otro lado, la actividad del mut-luc en gran medida
no resulté afectada en las células transfectadas con miR-133 o con
miARN de control. Por consiguiente, las secuencias complementa-
rias del 3’-UTR FOXQ1 fueron una diana directa del miR-133.

El miR-133 reduce la expresion del FOXQ1 y el TGF-8 en lineas
celulares de cdncer de pulmén

Continuamos probando si el FOXQ1 era una diana in vivo
del miR-133. El miR-133, y el control miARN negativo, fueron
transfectados en células A549 y HCC827, que posteriormente se
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Figura 1. El FOXQ1 disminuye por la transfeccién del miR-133 en lineas celulares de cancer de pulmén. A,B) Concentraciones relativas de ARNm FOXQ1 (A) y TGF-$3 (B) en
lineas celulares A549 y HCC827, tras transfecciéon con control miARN negativo o miR-133. C, D) Concentraciones de proteinas FOXQ1 (C) y TGF-$3 (D) en lineas celulares A549
y HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. Como control de carga se empleé GAPDH. La cuantificacién de la expresién de las proteinas FOXQ1 y
TGF- normalizadas a GAPDH también se muestra en los paneles inferiores. Los valores son medias = EEM de 3 experimentos independientes.

**p < 0,01 frente al control respectivo.
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sometieron a RT-PCR para examinar las concentraciones de ARNm
de FOXQ1. Los niveles de miR-133 en células A549 y HCC827
aumentaron de manera importante tras la transfeccién. En com-
paraciéon con las transfecciones de ARNm de control, el miR-133
redujo significativamente los niveles del mensajero FOXQ1 en las
2 lineas celulares de cancer de pulmén examinadas (fig. 1A), lo
que indicé claramente que el ARNm de FOXQ1 es una diana buena
del miR-133. Mediante un anticuerpo anti-FOXQ1, confirmamos
que su nivel de proteinas también se encontraba marcadamente
reducido en células transfectadas con miR-133 pero no en las
transfectadas con control (fig. 1C).

Previamente, se habia comunicado que el FOXQ1 podria pro-
mover la expresién del TGF-B'® y se habia relacionado con la
comunicacién cruzada entre el TGF-[3 y las vias de sefializacién Wnt
en la progresion del cancer colorrectal’. Teniamos curiosidad por
investigar si en el cancer de pulmén también existia una corre-
lacién similar entre estos 2 genes. Resulté interesante comprobar
que ladisminucién del FOXQ1 por transfeccién de miR-133 también
redujo marcadamente la expresién del TGF-[3 en ambas lineas celu-
lares de cancer de pulmén (fig. 1B,D), lo que sugirié que es probable
que tanto el FOXQ1 como el TGF-[3 participen en la génesis tumo-
ral del cancer de pulmén. Mas importante todavia fue el hallazgo
de que, en ambas lineas celulares de cancer de pulmén (A549 y
HCC827), la expresiéon miR-133 causé una inhibicién significativa
de la via del TGF-f3, indicada por una fosforilacién reducida de la
Smad2/3 (fig. 2A), ambos efectores derivados de la via del TGF-B'7.
Cabe senalar que confirmamos de nuevo que la regulacién de la via
del TGF-$3 por el miR-133 estaba mediada por el FOXQ1. Debido
que en un experimento de cotransfeccién en el que se emple6 el
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miR-133 y un plasmido que expresa el FOXQ1 sin su 3’-UTR, la con-
centracion de TGF-[3 también aument6 después de la expresion del
FOXQ1, incluso en presencia de miR-133 (fig. 2B-D).

El miR-133 inhibe la migracién y la invasion de células de cdncer
de pulmon

EI FOXQ1 se asoci6 a metastasis y a mal pronéstico del cancer de
pulmén®?, por lo que la introduccién de miR-133 para disminuir
el FOXQ1 deberia inhibir la migracién y la invasién de células de
cancer de pulmén. Para probar esta hipétesis, llevamos a cabo expe-
rimentos de curacién de dafios y de invasién celular en células A549
y HCC827 transfectadas con miR-133 y miARN de control. Tal como
esperabamos, ambas lineas celulares exhibieron una tasa de migra-
cién significativamente reducida tras la transfeccién de miR-133,
en comparacién con los experimentos de control (fig. 3A,B). Ade-
mas, en la prueba de invasién celular, el miR-133 también redujo
sistematicamente las tasas de invasion de ambas células A549 y
HCC827, en comparacién con los experimentos con transfeccién
de control (fig. 3C,D). En su conjunto, estos resultados demuestran
sé6lidamente el papel del miR-133 en la inhibicién de la génesis
tumoral del cadncer de pulmén.

El miR-133 inhibe la transicion epitelio-mesenquimatosa de
células de cdncer de pulmon

Mientras efectudbamos los experimentos de cicatrizacién de
heridas y de invasién celular, observamos frecuentes cambios

morfolégicos en las células transfectadas con miR-133.
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Figura 2. El miR-133 inhibe la via del TGF-f3, disminuyendo el FOXQ1 en lineas celulares de cancer de pulmén. A) Concentraciones de proteina Smad2/3 totales y fosforiladas
en lineas celulares A549 y HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. Como control de carga se utiliz6 GAPDH. La cuantificacién de la expresién de
p-Smad2/3 normalizada a GAPDH también se muestra en los paneles inferiores. B-D) Concentraciones relativas de miR-133 (B), FOXQ1 ARNm (C) y TGF-3 ARNm (D) en lineas
celulares A549 y HCC827, tras transfecciéon con miR-133 solo o cotransfeccion con miR-133 y FOXQ1 con expresion de plasmidos en ausencia de su 3'-UTR Los valores son

medias + EEM de 3 experimentos independientes.
*n.s.: no significativo frente al control respectivo.
**p < 0,01 frente al control respectivo.
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Figura 3. La expresion del MiR-133 inhibe la migracién y la invasién de células de cancer de pulmén. A) Prueba de cicatrizacion de heridas con lineas celulares A549 y
HC(C827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. B) Las distancias de migracién respecto al control en la prueba de cicatrizacion de heridas se determinaron
24 h después del dafio. C) Prueba de invasion celular con lineas celulares A549 y HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. D) El nimero de células
invadidas respecto al control se cuantificé 24 h después de sembrar las células. Los valores son medias + EEM de 3 experimentos independientes.

* p < 0,05 frente al control respectivo.

Inicialmente, tanto las células A549 como las HCC827 mos-
traban una morfologia alargada y fibroblastoide, pero después de
la transfeccién de miR133 ambas lineas celulares tomaron una
forma redondeada (fig. 4A), lo que sugiri6 una pérdida del fenotipo
de la TEM. Durante la transicién, las células epiteliales del tumor
primario adquieren el fenotipo mesenquimatoso, lo que resulta
en un mayor grado de invasién y metastasis, diseminandose a
través de la circulacién hasta alcanzar otros tejidos secundarios.
Para confirmar esta observacién, realizamos pruebas de fijaciéon y
desprendimiento celular en 2 lineas celulares de cancer de pulmén
transfectadas con un control miARN negativo o con miR-133. Como
se muestra en la figura 4B,C, el miR-133 redujo significativamente
las tasas de fijacién y desprendimiento en ambos tipos de células
A549 y HCC827, en comparacién con las células transfectadas de
control. Estos resultados indican la pérdida de las caracteristicas
de la TEM a nivel morfolégico.

A nivel molecular, la TEM se caracteriza por una disminucién
del marcador epitelial E-cadherina y un aumento del marcador
mesenquimatoso vimentina. Asi, evaluamos si este cambio en los
fenémenos de la TEM también podria observarse a nivel molecu-
lar. Como estaba previsto, el miR-133 elevé la expresion de la
E-cadherina y redujo la expresién de la vimentina y N-cadherina,
en comparacién con las células transfectadas de control (fig. 4D),
que demostraron una inversién clara del fenotipo de la TEM a nivel
proteico.

Discusion
Un niimero cada vez mayor de estudios han demostrado el papel

crucial de los diferentes miARN en la génesis tumoral del cancer
de pulmoén. Por consiguiente, conocer los patrones anémalos de

expresion de los miARN en células de cancer de pulmén y los pro-
gramas moleculares subyacentes podria contribuir al desarrollo de
nuevos tratamientos clinicos para el cancer de pulmoén. En nuestro
estudio, demostramos que el miR-133 disminuye en las lineas celu-
lares de cancer de pulmén humano A549y HCC827, en comparacién
con las lineas celulares de pulmén normal CCD-19Lu y MRC-9.
Curiosamente, mediante un andlisis de silicio pudimos observar
que el miR-133 tiene un supuesto sitio de unién en el 3’-UTR del
ARNm FOXQ1. Un experimento realizado con luciferasa confirmé
que la secuencia del 3’-UTR es una diana directa del miR-133. Asi-
mismo, al reintroducir la expresiéon miR-133 en las lineas celulares
de cancer de pulmén A549 y HCC827, observamos que tanto las con-
centraciones de ARNm como de proteinas de FOXQ1 disminuian de
manera sistematica, lo que sugirié que, in vivo, la expresién FOXQ1
estaba reprimida por el miR-133. Por otro lado, la transfeccién miR-
133 también redujo la expresién TGF-[3, lo que concuerda con una
publicacién anterior que afirmaba que es un efector derivado del
FOXQ1'6. Ademas, la expresién miR-133 redujo significativamente
la migracién y la invasién de células de cancer de pulmén, proba-
blemente por inhibicién de la TEM, tal como constaté la llamativa
elevacion del marcador epitelial E-cadherina y la reduccién de los
marcadores mesenquimatosos N-cadherina y vimentina.

Estudios recientes han apuntado el importante papel de
los miARN en la TEM de células cancerosas. El grupo miR-
134/487b/665, por ejemplo, regula la TEM mediada por TGF-f3
dirigiéndose ala guanilato-cinasainvertida 2 de membrana de célu-
las de cancer de pulmén'®. También se constaté que, en el cancer
de mama, el miR-125b/489 regula la via de la TEM'920, Se vio que
la disminucién de miR-200c es responsable de la resistencia adqui-
rida a los inhibidores del EGFR, a través de la manifestacién de las
caracteristicas de la TEM?2'. Ademas, en el cancer hepatico se ha
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Figura 4. La expresion del MiR-133 inhibe la transicion epitelio-mesenquimatosa (TEM) de células de cancer de pulmén. A) Morfologia celular observada en lineas celulares
A549 y HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. B,C) Las pruebas de fijacién (B) y despegue celular (C) se efectuaron en lineas celulares A549 y
HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. D) La expresion de los marcadores proteicos fenotipicos de la TEM se analizé en lineas celulares A549 y
HCC827, tras transfeccién con control miARN negativo o miR-133. La cuantificacién de las expresiones de proteinas normalizadas a GAPDH también se muestra en los paneles

de la derecha. Los valores son medias + EEM de 3 experimentos independientes.
*p<0,05.
**p < 0,01 frente al control respectivo.

observado que el miR-216a/217 induce la TEM dirigiéndose al PTEN
y Smad722,

Estudios muy recientes han apuntado el papel del miR-133 en
diversos tipos de cinceres humanos. En el carcinoma hepatocelular,
el miR-133 acttia como supresor tumoral, dirigiéndose al IGF-1R?3,
En el cancer colorrectal, la expresién ectépica del miR-133 supri-
mi6 significativamente el crecimiento del cancer in vitro e in vivo,
apuntando a la E3-ubiquitina proteina-ligasa y aumentando asi la
expresion de p5324. El miR-133 también disminuyé en diferen-
tes lineas celulares de cancer gastrico, en las que se observé que
su reexpresion inhibia la via de sefializacién CDC42-PAK e inhibia
la migracion y la invasién de células cancerosas®®. Algunos estu-
dios recientes han notificado de manera sistematica que el miR-133
también podria dirigirse directamente al receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico (EGFR) en los canceres de préstataZ®, vejiga
urinaria?’, gastrico?® y el glioblastoma multiforme??, en los que el
miR-133 inhibid la proliferacién, la migraciéon y la invasién de estas
células tumorales diversas. En conjunto, todos los estudios anterio-
res han sefialado el papel critico del miR-133 en la regulacién de la
progresion de diferentes canceres humanos, afectando a diferentes
vias de sefializacion.

Para concluir, nuestro estudio es el primero que involucra al
miR-133 en la TEM del cancer de pulmén. Dado que la TEM a
menudo se ha asociado a la agresividad de las células tumorales,
como la migracién y la invasién, el hecho de inhibir o invertir esta
transicién podria conducir a nuevos abordajes terapéuticos para
el tratamiento del cancer. En este contexto, constatamos que el
miR-133 podria invertir la TEM de las lineas celulares de cancer
de pulmén A549 y HCC827, lo que probablemente propicié que
el miR-133 pudiese inhibir de manera significativa la migracién y

la invasién de las células de cancer de pulmén. Por consiguiente,
nuestros resultados respaldan el papel del miR-133, a través de la
inhibicién de la transicién epitelio-mesenquimatosa, como posible
instrumento terapéutico molecular para el tratamiento del cancer
de pulmén.
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