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RESUMEN

El arsénico es un disruptor endécrino que promueve el desarrollo de cancer de
mama. La sintesis de estrogenos a través de la activacion de la enzima aromatasa
es esencial en la promocién y progresién del cancer de mama. Este es un evento
mediado por la activaciéon de receptores de estrogenos, como el receptor de
estrogenos acoplados a proteinas G 1 o GPER1, el cual regula las respuestas
celulares rapidas no gendmicas que participan en la proliferacion y migracion de
células de cancer de mama. En el presente estudio se evalué si el tratamiento con
arsenito de sodio, a concentraciones ambientalmente relevantes (0.01-1 pyM),
induce la proliferacion, la migracion y la invasion de lineas celulares de cancer de
mama a través de la induccidn de la actividad de aromatasa o activando la via de
sefalizacion de GPER1. Nuestros resultados demostraron que 0.1 uM de arsenito
de sodio induce la proliferacion, migracion e invasion celular de las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231, MDA-MB-453 y MCF-7, pero no de
células epiteliales no transformadas de mama (MCF-12A). Esta misma exposicion
estimula la actividad de aromatasa en células MDA-MB-231. Utilizando Letrozol
(un inhibidor de la aromatasa) y G-15 (antagonista selectivo de GPER1)
demostramos que tanto la proliferacion, asi como la migracion inducida por el
arsenito de sodio, son mediadas por la induccion de aromatasa y al menos
parcialmente, por la activacidén de la via GPER1 en células MDA-MB-231 y MDA-
MB-453. El arsenito de sodio ademas induce la fosforilacién de Src, una proteina
tirosina-cinasa que regula positivamente la actividad de aromatasa y es un
mediador importante de la via de sefalizacion de GPER1. Nuestros resultados
demostraron que Src participa en la proliferacion celular y actividad de aromatasa
inducida por el arsenito de sodio en células MDA-MB-231. En conclusidn, nuestros
datos sugieren que a concentraciones ambientalmente relevantes, el arsenito de
sodio induce una regulacion positiva de la proliferacion, la migracion y la invasion
de lineas celulares de cancer de mama a través del incremento de la actividad de
aromatasa y niveles de estradiol, estimulacién de GPER1 y activacién Src, lo que

podria contribuir a la promocién y progresion tumoral.
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ABSTRACT

Arsenic is an endocrine disruptor that promotes breast cancer development.
Estrogen synthesis, via aromatase activation, is essential for breast cancer
promotion and progression activating the G-coupled estrogen receptor 1 or GPER1
and regulating rapid non-genomic effects involved in cell proliferation and migration
of breast cancer cells. This study evaluated whether sodium arsenite, at
environmental concentrations (0.01-1 pyM), induces the proliferation, migration, and
invasion of BCa by inducing aromatase activity or activating GPER1 pathway in the
MDA-MB-231 cell line. Our results demonstrated that the treatment with 0.1 yM of
sodium arsenite induced cell proliferation, migration, invasion, and stimulated
aromatase activity of BCa cell lines MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7, but not in
a nontumorigenic breast epithelial cell line (MCF-12A). Using letrozole (an
aromatase inhibitor) and G-15 (a GPER1-selective antagonist), we demonstrated
that sodium arsenite-induced proliferation and migration is mediated by induction of
aromatase enzyme and, at least in part, by GPER1 activation in MDA-MB-231 and
MDA-MB-453 cells. Sodium arsenite induced phosphorylation of Src participating
in sodium arsenite-induced aromatase activity, and cell proliferation of MDA-MB-
231 cell line. Overall, our data suggests that sodium arsenite induces a positive-
feedback loop of the proliferation, migration, and invasion cell of breast cancer
cells, through induction of aromatase activity, E2 production, GPER1 stimulation,

and Src activation that could contribute to tumor promotion and progression.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer de mama

1.1.1 Epidemiologia

La agencia internacional de la investigacion sobre el cancer (IARC) estimé una
incidencia de 18.1 millones nuevos casos de cancer y 9.6 millones de muertes por
cancer en 2018. Entre estas, el cancer de mama (CaM) es la quinta causa de muerte
por cancer alrededor del mundo y el segundo tipo de cancer con mayor frecuencia de
diagnostico (2.1 millones de nuevos casos en 2018). Entre mujeres, es la enfermedad
que se diagnostica con mayor frecuencia (24.2%) y es también la principal causa de

muerte (15%) en la mayoria de los paises (Bray et al., 2018).

En México, el CaM es la tercera causa de muerte por tumores malignos entre mujeres
de 30 a 59 afos; mientras que en hombres los datos de mortalidad se mantienen
bajos. De manera general, en México las tasas de mortalidad que se reportan por
tumor maligno de mama se siguen manteniendo con una tendencia al alza en el
periodo 2011-2016 (INEGI, 2018) (Fig. 1).
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Figura 1. Tasas de mortalidad por CaM en mujeres de 20 afios y mas en México. Serie Anual
de 2011-2016 por cada 100,000 habitantes (modificada de INEGI, 2018).




1.1.2 Tipos de CaM

El CaM inicia como una enfermedad localizada y se reconocen carcinomas de dos
tipos: invasores e in situ; los primeros se extienden a tejidos tanto circundantes como
lejanos de la mama, mientras que los segundos se localizan unicamente en el tejido
mamario. Actualmente, se describen 21 tipos de CaM histolégicamente distintos y al
menos cuatro subtipos moleculares (ACS, 2015). Cada subtipo se determina por
técnicas moleculares para identificar la presencia de diferentes receptores hormonales
(ERa, receptor de estrogenos alfa; PR, receptor de progesterona y HER2, receptor 2
del factor epidérmico humano) a partir de los cuales se obtienen cinco categorias
principalmente: luminal A, luminal B, basal, baja en claudina y HER2 (Tabla 1)
(Holliday & Speirs, 2011).

Tabla 1. Clasificacion molecular de tumores de CaM

Ejemplos
de lineas
Clasificacion Inmunoperfil Oftras caracteristicas celulares
Luminal A Bajo Ki67 MCF-7
40-50% ER’, PR”, HER2 Sensible a terapia endécrina y frecuentemente T47D
de casos sensible a quimioterapia SUM185
Luminal B Alto Ki67 BT474
15-20% ER', PR™ HER2" Usualmente sensible a terapia enddcrina, 2R.75
de casos respuesta variable a quimioterapia. Los tumores
HER2+ responden a terapia con Trastuzumab
Alto Ki67
Basal ) ) . o , . o MDA-MB-468
18% de casos ER’, PR’, HER2 EGFR" y/o .Cltoqueratma 5/6 N SUM190
No sensibles a respuesta enddcrina,
frecuentemente responden a quimioterapia
Baja en Bajo Ki67 BT549
Claudina ER’, PR, HER2  Baja E-cadherina, Claudina 3,4y 7 MDA-MB-231
18% de casos Respuesta intermedia a quimioterapia Hs578T
SUM1315
HER2
20-25% ER, PR, HER2" Alto Ki67 SKBRS
: - : MDA-MB-453
de casos Sensible a Trastuzumab y quimioterapia

EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico
Ki67, marcador de proliferacion codificado por el gen MKI67 (modificado de Holliday & Speirs, 2011)




1.1.3 Factores de riesgo

El CaM es una enfermedad multifactorial, siendo descritos algunos factores que

contribuyen al riesgo, englobandose en cuatro grupos principales:

1.1.3.1 Historia familiar y personal

Los individuos con antecedentes familiares de CaM, especialmente en un familiar de
primer grado (madre, hermana, hija, padre, hermano o hijo) poseen un riesgo elevado
de desarrollar CaM. En comparacion con las mujeres sin antecedentes familiares, el
riesgo de CaM es aproximadamente el doble en las mujeres con un familiar de primer
grado diagnosticado, el triple en las mujeres con dos familiares, y casi cuatro veces
mayor en las mujeres con tres o mas familiares con CaM (ACS, 2015). Dentro de los
casos hereditarios de CaM, los genes BRCA1 y BRCA2 estan relacionados con la
susceptibilidad a la enfermedad, representando del 15 al 20% de todos los tipos de
CaM familiar. Las mutaciones en estos genes son muy poco frecuentes en la
poblacién general (menos del 1%), pero ocurren con una frecuencia ligeramente
mayor en ciertos grupos étnicos o geograficamente aislados, como los Ashkenazi
(Europa del Este) (aproximadamente 2%) (ACS, 2015).

Por otro lado, las mujeres que se diagnostican con CaM a edad temprana (< 40 afios)
tienen casi 4.5 veces mayor riesgo de volver a desarrollar CaM posteriormente. Asi
como algunos tipos de condiciones benignas de mama que desarrollan las mujeres a
lo largo de su vida, como fibrosis, quistes, fibroadenoma e hiperplasia ductal y lobular
atipica, se asocian con un mayor riesgo de desarrollar CaM. También la densidad del
tejido mamario puede ser un factor de riesgo en el desarrollo de CaM, entre otros
factores (ACS, 2015).

1.1.3.2 Factores reproductivos
Ciclo menstrual.

El riesgo de desarrollar CaM incrementa alrededor del 5% por cada afio de inicio

temprano de la menstruacion (menarca), y 3% por cada afio tardio de inicio de la




menopausia. Este incremento en el riesgo de desarrollar CaM se debe a la exposicion
prolongada durante la vida de una mujer a hormonas enddgenas reproductivas. En
mujeres postmenopausicas con niveles de hormonas sexuales endégenas mayores a
los basales, se observa dos veces mas riesgo de desarrollar CaM (Kelsey, Gammon &
John, 1993; ACS, 2015). Los niveles altos de hormonas en circulacion sanguinea se
asocian con otros factores de riesgo de desarrollar CaM, como la obesidad e ingesta
de alcohol en mujeres postmenopausicas. Por su parte, en mujeres premenopausicas
es complicado establecer una relacion con las hormonas ya que los niveles varian a
través del ciclo menstrual. Sin embargo, se reporta que niveles altos de estrogenos y
androgenos en circulacion sanguinea se asocian con un incremento en el riesgo de

desarrollar CaM en éstas mujeres (Key et al., 2013).
Embarazo.

El tener el primer embarazo a término antes de los 35 afos, asi como tener un numero
mayor de hijos se asocia con un riesgo menor de padecer CaM ER". Sin embargo,
existe un incremento transitorio en el riesgo de desarrollar CaM después de un
embarazo a término, particularmente en las mujeres mayores de 35 afos (Kelsey,
Gammon & John, 1993).

Amamantamiento.

La mayoria de los estudios sugieren que el amamantamiento durante un afio o mas
reduce ligeramente el riesgo general de desarrollar CaM. Una duracion mayor del
periodo de amamantamiento, parece disminuir el riesgo. Una posible explicacion de
este efecto puede ser que el amamantamiento inhibe la menstruacién, reduciendo en

el tiempo de vida el numero de ciclos menstruales (Faupel-Badger et al., 2013).
Hormonas postmenopausicas.

Recientemente el uso prolongado de hormonas menopausicas (también conocida
como terapia hormonal o terapia de reemplazo hormonal) en combinaciones con
estrogenos y progestina, incrementa el riesgo de padecer CaM. Este riesgo se
relaciona con el incremento en la densidad mamaria que se genera por los estrogenos

y la progestina. El riesgo también se incrementa en mujeres que inician con la terapia




cerca del inicio de la menopausia, comparadas con las que la inician de manera tardia
(Chlebowski et al., 2010).

1.1.3.3 Estilo de vida

Se reporta una posible asociacion entre desarrollar CaM y la dieta, consumo de
alcohol y tabaco, obesidad y actividad fisica. El riesgo de padecer CaM es
aproximadamente uno punto cinco veces mayor en las mujeres con sobrepeso y
aproximadamente dos veces mayor en las mujeres obesas con respecto a las mujeres
delgadas. Esto se debe, en parte, a los niveles altos de estrégeno porque el tejido de
grasa es la mayor fuente de estrogeno en las mujeres posmenopausicas. Esta
asociacion también se podria explicar por los niveles mas altos de insulina en mujeres
obesas. Otros estudios reportan que la actividad fisica moderada se asocia con el
riesgo bajo de desarrollar CaM, reduciendo el riesgo en un 30% (Key et al., 2013).

1.1.3.4 Factores ambientales

Estudios epidemioldgicos recientes concluyen que hasta un 75% de la incidencia de
CaM se atribuye a factores ambientales. Dentro de los contaminantes ambientales que
se asocian con las diferentes etapas del desarrollo de CaM se encuentra la radiacién y
compuestos disruptores endocrinos (CDE) como: fitoestrogenos, metaloestrégenos y
xenoestrogenos que mimetizan a los estrégenos participando en la promocion y

progresion del crecimiento tumoral de mama (Wallace, 2015).

Los metaloestrégenos son metales idnicos pequefios y metaloides que desencadenan
efectos mediados por el ERa (Martin et al., 2003). Los metaloestrogenos se dividen en
dos subclases: aniones metal/metaloide y metales catidnicos bivalentes. Los aniones
metal/metaloide incluyen compuestos como arsenito, nitrito, selenito, y vanadato. Los
cationes bivalentes incluyen metales tales como cadmio, calcio, cobalto, cobre, niquel,

cromo, plomo, mercurio y estafio (Byrne et al., 2013).

Como se revisara a profundidad mas adelante, el arsénico es un metaloestrogeno que

se relaciona con el crecimiento y progresion del CaM. Liu y cols. (2015) reportaron en




un estudio de cohorte prospectivo en California (EUA) que, a largo plazo la exposicion
ambiental a dosis bajas de compuestos como cadmio y arsénico inorganico puede ser
un factor de riesgo para desarrollar CaM. Ademas, algunos estudios muestran que el
arsénico activa al ERa e induce un fenotipo celular de cancer en células epiteliales de
mama normal humana en una manera independiente de ERa pero dependiente de la
enzima aromatasa (Stoica, Katzenellenbogen & Martin, 2000; Xu, Tokar & Waalkes,
2014).

1.2 Receptores de estrégenos

El 17B-estradiol (E2) pertenece a las hormonas esteroideas sexuales femeninas, las
cuales derivan del colesterol. El E2 regula el crecimiento, diferenciacion y fisiologia de
los procesos reproductivos y juegan un papel importante en el desarrollo, proliferacion,
migracion y supervivencia de células blanco. Sus efectos biolégicos se ejercen a
través de su asociacion con ERs.

1.2.1 Receptor de estrogenos clasicos (ERa y ERpB)

El ERa se aisldé por primera vez por Jensen y Jacobson en 1962, mientras que el
descubrimiento del ER lo realizé el equipo de Gustafsson en 1996. El descubrimiento
de este ultimo permiti6 entender mejor los efectos pleiotropicos de los estrogenos,
incluso en tejidos y células que carecen de ERa (ERa-) (Jensen & Jacobson, 1962;
Kuiper et al.,1996).

ERa y B son miembros de la superfamilia de receptores nucleares. Se codifican en
varios genes y poseen caracteristicas en comun con otros receptores nucleares, entre
ellas su estructura, la cual estda compuestos de cinco a seis dominios: los dominios A/B
estan situados en la region amino terminal de la proteina y contienen el motivo de
activacion funcional 1 (AF-1), el cual es responsable de la activacion transcripcional
independiente de la union del ligando. EI dominio C participa en la dimerizacién del
receptor y en la union del complejo ligando-receptor a la secuencia de ADN (acido
desoxirribonucleico) especifica. El dominio D tiene también propiedades que participan

en union al ADN a través de la sefal de traduccion nuclear; la region carboxilo terminal

6




de la proteina se une al ligando especifico. Algunos ERs contienen un dominio E
adicional, cuya funcién aun se desconoce (Anbalagan & Rowan, 2015).

La activacion de estos receptores implica su translocacion al nucleo en donde actuan
como factores de transcripcidon dependientes de ligando. Esta modulacion en la
transcripcion de genes por ERs nucleares se conoce como actividad “gendémica” de los
estrogenos. Este mecanismo requiere la unidon del E2 al ERa, su translocacion al
nucleo seguido de la dimerizacion del receptor formando homo o heterodimeros v,
finalmente la union del complejo a los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en
el promotor y regiones reguladoras de genes blanco (Anbalagan & Rowan, 2015).

Por otro lado, ademas de los mecanismos genomicos de los estrogenos, el E2
también ejerce acciones rapidas no genomicas que inician en la membrana celular al
unirse a receptores de estrogenos membranales, los cuales comprenden
subpoblaciones de ER clasicos (mERa y mER) y un ER adicional, GPER1 (Thomas
et al., 2005; Revankar et al., 2005). La sefalizacion de los eventos rapidos no
genomicos incluye la activacion de proteinas, proteina-cinasas, proteinas G y la
modulacion de canales ionicos (Prossnitz et al., 2008).

1.2.2 Receptor de estrogenos acoplado a proteinas G1 (GPER1)

GPER1 es un miembro huérfano de la superfamilia de receptores de siete regiones
transmembranales (7TMR). En el 2005, se identific6 como un receptor acoplado a
proteinas G (GPCR) membranal de union a los estrogenos y mas tarde se evidencio
gue su expresion era necesaria para desencadenar respuestas celulares rapidas por
E2 (Filardo et al., 2000; Maggiolini et al., 2004). GPER1 se expresa de manea ubicua
en todo el cuerpo, incluyendo corazdn, cerebro, pancreas, musculo esquelético, riion,
vasos y organos reproductivos (Olde & Leeb-Lundberg, 2009). Las acciones biologicas
del GPER se ajustan al mecanismo molecular de la via de sefializacién de los GPCRs.
Asi, la via de GPER1, promueve en paralelo vias de sefializacion dependientes de
proteinas Gs y Ggy en ceélulas blanco. La proteina Gs activa a la adenilato ciclasa (AC),
la cual estimula la sintesis de AMPc llevando a la activacion de la proteina cinasa A
(PKA) que activa al factor de transcripcion de la proteina regulatoria de unién al AMPc,
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CREB y a la regulacion de los complejos ciclina D/cinasa dependiente de ciclina cuatro
y seis (CDK-4 y -6) asi como de CDK p27¥*". Por otro lado, la activacién dependiente
de Gpg, lleva a la activacion de la integrina a5B1 y metaloproteinasas de matriz
(MMPs), que ocurre por la liberacién de calcio intracelular por PI3K, lo cual lleva a la
activacion de Src, Shc y cinasa de adhesion focal (FAK). De esta manera, la integrina
a5B1 es un intermediario transmembranal necesario en la sefalizacion que coordina la
formacion de fibrillas de fibronectina y la sintesis de una matriz de fibronectina
provisional, con la liberacidn de polipéptidos de EGF (factor de crecimiento
epidérmico) que se ancla a la membrana, y la eventual transactivacion del EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). De esta manera, las MMPs coordinan
la adhesion celular y la sensibilidad a EGF, eventos clave requeridos en la
supervivencia celular pero también promueven la invasion celular por la localizacion de
colagenasas en los sitios de contacto célula-matriz. La liberacion autécrina de EGF
mediada por GPER1 resulta en la transactivacion y autofosforilacion de EGFR y el
reclutamiento de proteinas adaptadoras que se acoplan a cinasas efectoras rio abajo
en la senalizacion, como ERK1/2, que a su vez promueve la expresion de ciclina D.
PI3K puede activar a ErbB1 acoplado a Akt, la cual regula el transito de la fase G1 a la
fase S del ciclo celular y otros eventos como la apoptosis (Filardo, 2018; Filardo,
Quinn & Sabo, 2008) (Fig. 2).

1.2.2.1 Via de sefnalizacion de Src

Src, es un miembro de la familia de proteinas con actividad tirosina-cinasas que se
asocia a la membrana, pero no pertenece al grupo de receptores membranales. Los
miembros de esta familia participan en vias distintas de sefalizacion intracelular que
se originan por la activacion de receptores de factores de crecimiento
transmembranales, citocinas y hormonas, entre los que destacan: EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico), PDGFR (receptor del factor de crecimiento derivado
de plaquetas), IGF1R (receptor del factor de crecimiento uno), VEGFR (receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular), FGFR (receptor del factor de crecimiento
fibroblastico), HER2, PRLR, ER y GPER1 (Guarino, 2010). Estos receptores participan
en la regulacion de vias de sefnalizacion que desencadenan proliferacion celular,
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supervivencia, diferenciacion, adhesién, migracion e invasién celular en modelos

biolégicos diferentes (Thomas & Brugge, 1997; Guarino, 2010).

Src tiene como funcién catalizar la transferencia del grupo fosfato terminal de ATP a
residuos especificos de tirosina presentes en diferentes sustratos proteicos. De esta
manera, transduce sefiales del ambiente extracelular a vias bioquimicas intracelulares
que activan tanto factores nucleares (respuestas transcripcionales), como
componentes citoplasmicos que resultan en la reorganizaciéon del citoesqueleto
(Thomas & Brugge, 1997).
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Figura 2. Via de sefalizacion de GPER1 (Adaptado de Filardo, 2018).

1.2.2.2 Papel del GPER1 en la carcinogénesis inducida por los

estrogenos

El mecanismo de carcinogénesis mediado por estrogenos en distintos modelos, se

centra en la capacidad de los estrégenos para promover la proliferacion celular,
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incrementando la probabilidad de que ocurran mutaciones somaticas, las cuales se
acumulan con el incremento de la exposicién a estrogenos (Clemons & Goss, 2001).
Con esto, se hipotetiza que los estrogenos participan en la iniciacion y promocion del
CaM, un evento que se relaciona con la activacion de los ER clasicos. Sin embargo,
se observa que los estrogenos también participan en la progresién tumoral mamaria
(Yang et al.,, 2013). Diversos estudios sugieren que GPER1 manifiesta actividades
asociadas con la promocion y progresion tumoral (Marjo et al., 2014; Jung, 2019), lo
cual permitiria ofrecer una explicacion plausible de los mecanismos de la

carcinogeénesis inducida por los estrégenos en tumores ERa’.

El analisis del GPER1 en biopsias de tumores primarios de mama humano, indican
que el GPER1 se asocia directamente con el tamafio del tumor y una franca
metastasis (Filardo et al., 2006; Aiad et al., 2014). Por su parte, Marjo y cols. (2014) al
evaluar el papel del GPER1 en el crecimiento y metastasis en un modelo de raton
transgénico de tumorigénesis mamario, “knockout’ (KO) de GPER1, observaron que
los tumores de ratones KO fueron mas pequefios y con una tasa menor de
proliferacion comparados con los que se observaron en los ratones de tipo silvestre.
Interesantemente, no observaron una diferencia en el periodo de latencia de los
tumores entre los grupos. Ademas, el grado histolégico era menor en los KO,
sugiriendo que el tumor era menos agresivo que en los ratones silvestres; esto lo
evidenciaron al evaluar la metastasis a tejido cercano como el pulmon, observando
una disminucién en la capacidad invasiva en los ratones KO en comparacion con los
ratones silvestres. Con esto, se sustenta la hipétesis de que GPER1 no participa en el
proceso de iniciacion tumoral de mama, pero si en la promocion y progresion (Marjo et
al., 2014).

Por otra parte, ademas de la activacion de la via de sehfalizacion de GPER1, el
incremento de los niveles de estrogenos puede ocurrir por el aumento de la
transcripcion y actividad de la enzima que se encarga de la sintesis de estrégenos, la
aromatasa, después de la activacion de GPER1 por algunos de sus ligandos como E2
y tamoxifen. Esto generaria un estroma tumoral reactivo e impulsaria la progresion del
cancer (Filardo, 2018).
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1.3 Aromatasa (CYP19A1)

La aromatasa es un complejo enzimatico que pertenece a la familia de los citocromos
P450. Es responsable de la conversidn de androgenos a estrogenos, que limita la
velocidad de la biosintesis de estrogenos. Esta compuesta de dos polipéptidos, una
flavoproteina no especifica ubicua, NADPH-citocromo-c-reductasa y una forma
microsomal especifica de citocromo P450 aromatasa, que se codifica en el gen
CYP19. La aromatasa se expresa en condiciones fisiologicas normales en el reticulo
endoplasmico de células productoras de estrégenos como las del ovario, los
testiculos, el tejido adiposo, la piel, el hipotalamo y la placenta (Santen et al., 2009).

El papel de la aromatasa en el desarrollo de CaM se ha estudiado extensamente.
Existen tres fuentes de estrégenos que mantienen el desarrollo y crecimiento de CaM.
Primero, los estrogenos que se sintetizan en el ovario por las células de la teca
alcanzan el tejido mamario para actuar de manera enddcrina. Segundo, la sintesis de
estrogenos por la aromatasa en sitios extraovaricos, como el tejido adiposo
subcutaneo y la piel, también actuan sobre la mama de manera enddcrina. Y tercero,
la sobreexpresion de la aromatasa en tejido tumoral y/o en el estroma circundante
aumenta los niveles locales de estrogenos, los cuales actuan en el sitio de sintesis de
manera paracrina y/o intracrina (Zhao et al., 2016; Sun, Zhou & Chen, 1997). Por lo
que, una de las estrategias terapéuticas para tratar el CaM se dirige a la reduccién de
los niveles de estrogenos a través del uso de inhibidores de la aromatasa.

1.3.1 Regulacion Transcripcional

El gen de la aromatasa humana CYP19, se localiza en el cromosoma quince. Tiene
una extension de aproximadamente 123 kb. La region codificante contiene nueve
exones (l1-X) con el sitio de inicio traduccional ATG en el exon Il. La region regulatoria,
de 93 kb que se encuentra rio abajo, contiene promotores que son especificos del tipo
de tejido que controlan la expresion del CYP19A1. Estos promotores se regulan por
vias de senalizacion distintas que controlan la expresion de la aromatasa y la
formacion de estrégenos por el reclutamiento de distintos factores de transcripcion a
sus elementos cis-regulatorios. Especificamente en tejido de CaM, se observa que los
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promotores Pl.3 y Pll se encargan de regular del 80 al 90% de los transcritos totales
(Bulun et al., 1993). Catalano y cols. (2014) demostraron que el GPER1 es capaz de
incrementar la actividad transcripcional del promotor PIL.3/Pll por un incremento en el

reclutamiento del complejo c-Fos/c-Jun a los motivos AP-1 en células de CaM.

Por otro lado, se ha propuesto que uno de los mecanismos por el cual algunos CDE
favorecen la promocion de CaM es a través de modular la expresion y actividad de la
aromatasa (Kinoshita & Chen, 2003). En este sentido, algunos herbicidas, plaguicidas,
fungicidas y componente de cremas para la piel y plastificantes son capaces de
incrementar laexpresionde la aromatasa, incrementar la actividad de aromatasa, y por
ende los niveles de E2, lo cual se relaciona con su capacidad de estimular la
proliferacion de células de CaM (Williams & Darbre, 2019).

1.3.2 Regulacion Postraduccional

A diferencia de la regulacidén transcripcional, la regulacién postraduccional de la
aromatasa aun no se caracteriza. Existe evidencia de que la actividad de la aromatasa
se modula por modificaciones postraduccionales, especificamente por eventos ciclicos
de fosforilacion/desfosforilacion. La primera evidencia de que la fosforilacion y la
desfosforilacion de la aromatasa funcionan como un control que permite modular
rapidamente su actividad enzimatica y biosintesis de estrégenos fue demostrada en
cerebro de codornices (Balhazart et al., 2003). Algunos trabajos proponen que la
fosforilacion de la aromatasa se relaciona con una disminucion en su actividad (Miller
et al.,, 2008); mientras que otros mostraron una relacion con el incremento en su
actividad (Barone et al., 2012). Por ejemplo, en células de CaM MCF-7 se reportd que
después de la exposicion a E2 se incrementan los niveles de fosforilacion en tirosina
en la enzima, mientras que el estatus de fosforilacidn en serina se mantiene sin
cambio. El residuo tirosina 361 (Tyr361) es crucial para inducir la actividad enzimatica
de la aromatasa por E2, siendo un sitio blanco de fosforilacion de la tirosina-cinasa c-

Src que interactua de forma directa con la aromatasa (Catalano et al., 2009).

Es importante mencionar que la fosforilacion de proteinas se regula por la actividad
competitiva entre proteinas cinasas y fosfatasas. La proteina tirosina fosfatasa,

12




PTP1B, se asocia con la aromatasa en el reticulo endoplasmico de células de CaM,
manteniendo a la aromatasa inactiva. El E2 activa la via de PI3K/Akt que inhibe la
actividad de PTP1B, lo que permite la interaccion de aromatasa con Src y su eventual
fosforilacién en la Tyr361. Asi, la inhibicion o silenciamiento de PTP1B aumentan la
actividad enzimatica de la aromatasa. Es decir, esta enzima actua como regulador
negativo de la actividad de la aromatasa inducida por E2, mientras que Src actua
como un regulador positivo de la via generando una retroalimentacion positiva entre

E2 y aromatasa (Fig. 3) (Barone et al., 2012).
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Figura 3. Mecanismo de regulacién de la actividad de la aromatasa por estradiol (E2) en
células de CaM (Adaptada de Catalano et al., 2016).

1.4 Arsénico

1.4.1 Generalidades

El arsénico (As) es un metaloide que se distribuye ubicuamente en el ambiente. La
mayor parte del As en la corteza terrestre esta presente en la litosfera. La

meteorizacién de las rocas, actividades geotérmicas y volcanicas, la mineria y la
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fundicién son fuentes de liberacion de arsénico. En el ambiente puede mantenerse en
el aire y viajar largas distancias hasta depositarse en suelo y agua, y se transfiere al

humano a través de la cadena alimenticia y el agua de bebida (Zhu et al., 2014).

La mayor parte del As se utiliza en procesos industriales para producir conservantes
antifungicos de madera que pueden conducir a la contaminacion del suelo. Segun la
publicacion de la ATSDR, desde 2003 el uso de preservativos de madera que
contienen As se disminuye paulatinamente en ciertos usos residenciales como
estructuras de juegos, mesas de picnic, cubiertas, entre otros, pero todavia se utilizan

en aplicaciones industriales (Chung, Yu & Hong, 2014).

El As también se usa en la industria farmacéutica y del vidrio, en la fabricacion de
aleaciones, desinfectantes, curtiduria de cuero, pigmentos y pinturas anti-incrustantes.
Los compuestos de As también se emplean en las industrias microelectronica y 6ptica
(WHO, 2002). Ademas, el As se utiliza en insecticidas y plaguicidas debido a su poder
germicida. Sin embargo, el uso de compuestos de As inorganico en plaguicidas no
esta permitido en Estados Unidos. Los compuestos de As inorganico, principalmente
el arsenito de sodio, se utiliza ampliamente como herbicidas y esterilizantes no

selectivos del suelo (US Department of Agriculture, 1970).

La liberacion de As por las fuentes antropogénicas puede contaminar lagos, rios o
aguas subterraneas a través de sus desechos. Por ello, asi como por la contaminacion
de As en agua a partir de las fuentes naturales y antropogénicas, es un problema serio
de salud publica en todo el mundo (ATSDR, 2007). En el ambiente, el As esta
presente en diferentes formas quimicas, este elemento tiene cuatro estados de
oxidacion: 5+, 3+, 0 y -3, denominados arsenato, arsenito, arsénico elemental y arsina,
respectivamente. El arsenito (As>*) y el arsenato (As®) son las formas inorganicas

mas abundantes en el ambiente.

1.4.2 Toxicocinética

La exposicién a As a través de su inhalacion y absorcidn dérmica son consideradas
las rutas de menor exposicion en la poblacién en general, pero la principal ruta de

exposicidn ocupacional. En la poblacion en general, la exposicion oral es la ruta

14




predominante a través de la ingestién de alimentos y agua de bebida contaminada.
Ademas, la ingestion de pequefas concentraciones de As a partir del suelo y polvo es

una ruta importante de exposicion en nifios (ATSDR, 2007).

Una vez que se absorben, los compuestos de As se metabolizan en el higado y se
convierten en otras especies organicas e inorganicas incluyendo arsenito, arsenato,
dimetilarseniato (DMA) y monometilarsonato (MMA) (Chung, Yu & Hong, 2014). El As
inorganico y organico se absorben rapidamente en el tracto gastrointestinal y se
distribuyen en el organismo a través de la circulacion sanguinea. Las especies
organicas generalmente se consideran inocuas ya que se absorben poco en las
células. En contraste, las especies inorganicas son altamente reactivas y afectan una
serie de reacciones intracelulares (Drobna et al., 2010). Finalmente, los metabolitos
del As en el cuerpo se excretan en la orina, la principal via de excrecion para eliminar
las especies de As del cuerpo. Cada forma de As tiene diferentes propiedades
fisiologicas y bioactivas, por lo que es necesario identificar y cuantificar cada forma
quimica de As para evaluar sus efectos individuales en la salud humana. En general,
se reconoce que el As inorganico es mas toxico que el As organico entre el As
inorganico, el As* es mas toxico que As®". Diversos estudios sugieren que los
metabolitos metilados pueden ser responsables en parte de los efectos adversos que

se asocian con la exposicion a As inorganico (Styblo et al., 2000; Vega et al., 2001).

1.4.3 Arsénico en México

Debido a que muchos compuestos de As pueden disolverse en el agua, el As puede
contaminar lagos, rios y aguas subterraneas al disolverse por la lluvia, nieve o a través
de desechos industriales. El agua subterranea contaminada con As es una fuente
importante de agua de consumo humano y por lo tanto una fuente de exposicion a As
importante. La exposicidn cronica a niveles altos de As inorganico a través de agua de
bebida se asocia con una amplia gama de efectos adversos, como lesiones cutaneas,
enfermedades vasculares periféricas, toxicidad reproductiva y efectos neurolégicos,
entre otros. Ademas, varios estudios epidemiologicos relacionan la exposicién a As

con una variedad de tumores malignos humanos en la piel, los pulmones, la vejiga y el
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higado (ATSDR, 2007; IARC, 2012). Consecuentemente, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) recomendd en 1963, como limite de concentracion maxima de As en
el agua de bebida 50 pg/L. Después de evidencias nuevas que se relacionan con
efectos de concentraciones bajas de As y riesgo de cancer, en 1992 la OMS redujo la
concentracion maxima permitida en el agua de bebida a 10 ug/L. Sin embargo, se
estima que mas de 100 millones de personas alrededor del mundo estan expuestos a

niveles mayores de As que los que establecio la OMS en 1992.

En algunas areas del mundo, las concentraciones de As inorganico en agua de bebida
se mantienen por arriba de los limites recomendados, como Argentina, Bangladesh,
Chile, China, India, México y Taiwan (IARC, 2012). Es importante destacar que varios
paises como Estados Unidos, Canada, Rumania, Hungria, Taiwan y Vietham han
adoptado las ultimas recomendaciones de la OMS, mientras que México, Argentina,
Bolivia y Peru han retrasado la adopcion de esta recomendacion (Fisher et al., 2017).
México tiene un limite regulatorio de 25 ug As/L en agua potable [NOM 127-SSA1-
1994 (2000)] y en el 2010 se propuso una nueva seccion de la NOM para regular la
calidad del agua que incluye un limite permisible de 10 ug de As/L de agua [NOM
000-SSA1-2010]. Sin embargo, aun no se publica una version actualizada de esta
norma (Fisher et al., 2017).

En México, se reportan desde los afos 50’s concentraciones altas de As en aguas
subterraneas, contaminadas principalmente a partir de fuentes naturales. Aunque en el
norte de México las fuentes de contaminacion se mantienen en discusién, se propone
que distintos procesos geoquimicos son responsables de la contaminacién de As en
aguas subterraneas como sistemas hidrotérmicos que liberan niveles altos de litio,
boro, As y fluoruro, la disolucion de los éxidos de hierro y manganeso, y la liberacion
de As retenido en arcillas. Este ultimo puede movilizar el Asde la matriz del acuifero al
agua subterranea. Los estudios cientificos sugieren que la sobreexplotacion y la
evaporacion de los acuiferos son los mecanismos principales del enriquecimiento del

agua con As en México (Armienta & Segovia, 2008).

En los estados del norte como Chihuahua, Coahuila, Durango y Sonora se reportan
niveles de As en agua entre siete y 600 ug de As/L. Otros estados como Hidalgo,
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Guanajuato, Baja California, San Luis Potosi, Michoacan y Puebla reportan
concentraciones de As que sobrepasan los limites permisibles (273,600 ug de As/L de
agua). Existe informacién muy limitada sobre los niveles de As en agua de bebida que
se pueden encontrar en el resto de los estados y/o poblaciones mexicanas que
posiblemente estén expuestos a niveles por encima de los 10 yg de As/L de agua
(Armienta & Segovia, 2008; Fisher et al., 2017).

1.4.4 Mecanismos de carcinogenicidad del As

La IARC clasifica al As en el grupo uno como carcinégeno humano. Diversos estudios
epidemioldgicos establecen una asociacion entre la exposicion a As inorganico en
agua de bebida y un incremento en la incidencia de cancer incluyendo cancer de
vejiga, de higado, de pulmon, de prostata, de piel y CaM (Zhou & Xi, 2018; Khanjani,
Jafarnejad & Tavakkoli, 2017). El mecanismo por el cual el As induce carcinogénesis
aun no es claro. Se proponen varios mecanismos de tumorigénesis inducido por As,
entre los principales se encuentran estrés oxidante, anomalias cromosémicas, dafo
genotoxico, modificacion en la expresidon de genes, mecanismos epigenéticos,
citotoxicidad y proliferacion regenerativa. Sin embargo, muchos de los estudios donde
relacionan el estrés oxidante, genotoxicidad y anomalias cromosomicas con la
incidencia de cancer son estudios in vitro en los cuales se utilizan concentraciones
muy altas de As que ahora se conoce que afectan la viabilidad celular (Zhou & Xi,
2018).

El desarrollo del cancer es un fenbmeno que presenta fases distintas: iniciacion,
promocién, progresion y metastasis. Se postula que los efectos cromosdmicos y el
dafio al ADN son eventos criticos en la iniciacion y progresion del cancer humano.
Nesnow y cols. (2002) demostraron que no ocurre una interaccion directa entre el ADN
y los compuestos arsenicales y no se reporta la informacion de aductos de ADN que
contengan As. Sin embargo, el As puede producir efectos genotoxicos de manera
indirecta al causar la formacidn de micronucleos, intercambio de cromatidas
hermanas, aberraciones cromosomicas y la inhibicion de proteinas reparadoras de

ADN (Xie et al., 2014; Klein et al.,, 2007). Por otro lado, cada vez son mas las
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evidencias que indican que la alteracion de la transduccién de sefales celulares se
relaciona directamente con la carcinogénesis del As. A niveles bajos, el As actua como
promotor tumoral o co-carcindgeno induciendo traduccion de sefales intracelulares
que llevan a la activacion o inhibicion de factores de transcripcion y proteinas
regulatorias que se unen al ADN y regulan la transcripcion de genes blanco que
participan en el crecimiento celular, proliferacion y transformacién maligna (Zhou & Xi,
2018; Yang & Frenkel, 2002). El As puede interactuar con tres vias de sefalizacion
importantes: la via de EGFR, PI3K/AKT y NRF2/KEAP1. El EGFR (también conocido
como HER1 y ErbB1) pertenece a la familia de receptores tirosina-cinasa ErbB (RTKs)
en el se encuentran otros tres miembros mas: HER2, HER3 y HER4. Su activacion
desencadena vias de senalizacion como la de PI3K/AKT vy las vias de MAPK que
regulan eventos de crecimiento celular, apoptosis, sefales de estrés y transformacion
maligna, entre otros (Zhou et al., 2018; Hubaux et al., 2013). Por otro lado, las
proteinas tirosina-cinasa relacionadas con el desarrollo de cancer, como Src, han
mostrado que cooperan con los RTK para promover el crecimiento tumoral. Src es una
tirosinacinasa que participa en eventos celulares como proliferacion, supervivencia,
diferenciacion, adhesion, morfologia y migracion celular. Se reporta que el As puede
estimular la actividad de Src, la cual activa a EGFR por una interaccion fisica que
resulta en dos eventos de fosforilacion en tirosina (Tyr845 y Tyr1101), lo que permite
la autofosforilacion y activacion del receptor, de una manera independiente de ligando
(Simeonova & Luster, 2002; Biscardi et al., 1999). El As también puede inducir la
activacion de componentes de la via de EGFR como Ras, Raf, Mek y ERK a través de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Zhou & Xi, 2018; Hubaux et al., 2013).
Recientemente, Huff y cols. (2016) reportaron que en células de adenocarcinoma de
pulmon (H1793) expuestas a 100 nM de arsenito de sodio, se activa una via de
sefializacion mediada por ER, EGFR, Src y GPER1 que activa finalmente a ERK.
Ademas, se observd que la preincubacion con G-15, un antagonista selectivo de
GPER1, inhibe la activacion de MAPK dependiente de E2 y arsenito. También
reportaron que el pretratamiento con la toxina pertussi, la cual impide la interaccion de
los GPCRs con las proteinas G heterotriméricas, inhibe esta activacion dependiente
de arsenito.

18




Existen evidencias que el As es capaz de actuar como un disruptor enddcrino y se
sugiere que éste es un de los mecanismos por el que se le relaciona con el riesgo
para desarrollar o promover la promocion y progresion del CaM. Stoica y cols. (2000)
reportaron que el arsenito es capaz de unirse al dominio de union a ligando del ERa y
activarlo, aumentando la proliferacién celular, mimetizando el efecto del estradiol. Por
el contrario, otros estudios in vitro e in vivo proponen que el As actua como disruptor
endocrino alterando la regulacion de genes a través de los receptores de
glucocorticoides, mineralocorticoides, progesterona, androgenos, y suprimiendo la
regulacion de genes dependiente de E2 y ERa (Davey et al., 2007). Recientemente,
se reportd que la exposicidén crénica a As, en células epiteliales normales de mama
humana (MCF-10A), induce un fenotipo de cancer de epitelio de mama humana a
través de una via independiente del ERa, y la sobreexpresion de la aromatasa (Xu et
al., 2014). In vivo se observa que la exposicion in utero a As promueve la apertura
vaginal temprana, aumenta el numero de las células formadoras de glandulas
mamarias y la ramificacion y densidad de células epiteliales en la etapa prepuberal. En
la etapa postpuberal se observé un incremento en la expresion de ERa (Parodi et al.,
2015). Por otro lado, Nakareangrit y cols. (2015) reportaron que in vitro, el arsenito
inhibe la actividad transcripcional de ERa inducida por E2 y activa rapidamente y de
manera sostenida a ERK, es decir la via no gendmica, incrementando la fosforilacion

de ERa en el residuo Ser'"® y la expresién de c-fos y c-myc.

1.4.5 Exposicion a As y el riesgo a desarrollar CaM

En la ultima década, diversos estudios epidemiolégicos muestran la asociacién entre
la exposicion a As y el desarrollo de CaM, sin embargo, sus hallazgos son variables y
contradictorios. En la tabla 2 se resumen los estudios que encuentran una asociaciéon

entre la exposicion a As y la incidencia de CaM.
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Tabla 2. Estudios epidemioldgicos que evaluan la asociacion de la exposicidon a As con el
riesgo a desarrollar CaM

Autor/Aino

Localizacién

Tipo de estudio

Conclusioén

Marciniak y cols.
(2019)

Norte de Polonia

Cohorte prospectiva

n=1,702

La exposiciéon cronica a As
incrementa el riesgo a desarrollar
CaM.

El analisis ajustado por niveles de
As (4 cuartiles) en sangre se
asocio con el riesgo de CaM.
Siendo el cuartii de mayores
niveles de As el que presento
mayor riesgo (HR= 13.2; IC 95%
4.02-43).

Vuy cols. (2019)

Estados Unidos

Estudio ecologico

Se demostr6 una asociacion
significativa entre la exposicion a
metales disruptores enddcrinos
en el aire ambiental y Ila
incidencia de CaM en Estados
Unidos.

Los niveles en aire de As, plomo y
mercurio, se asociaron con la
incidencia de CaM ER-positivo.

Michel-Ramirez
y cols. (2017)

Torredén, Coahuila

Estudio transversal

n=120

Una reduccion en la capacidad de
metabolizar al iAs puede ser un
factor de riesgo potencial para
desarrollar CaM.

Lopez-Carrillo y

Coahuila, Chihuahua,
Durango, Nuevo Leén

Estudio de casos y
controles

Las variaciones interindividuales
en el metabolismo del As
inorganico pueden jugar un papel
importante en la carcinogénesis
de CaM.

cols. (2014) y Sonora (Norte de _ Mujeres con mayor capacidad de
México) U 1’OL%§3§%Ssy 1,028 ctilar iAs a MMA ylo baja
capacidad para metilar MMA a
DMA tienen mayor riesgo de
desarrollar CaM.
Estudio de casos y
Muszyriska . controles El As incrgmenta el riesgq de
(2012) Polonia CaM espemalrr_]ente en mujeres
n =99 casosy 198 con BRCA1 activo.
controles
Estudio de Casos y
Wadhwa y cols. Pakistan = 1;;”;;2'5:3/94 En muestras de cuero cabelludo
(2015) controles se mostraron concentraciones
mayores de CaM de mama
Joo y cols. comparada con los niveles de As
(2009) Korea Estudio transversal en los controles.
n=144
Estudio de Cohorte
prospectivo (1995-2010) Una exposicion prolongada a iAs
Liu y cols. (2015) California es un factor de riesgo para

n=112, 379

desarrollar CaM ER-negativo.
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1.5 JUSTIFICACION

El CaM es la principal causa de muerte en mujeres a nivel mundial. En México, las
tasas de mortalidad por CaM aumentan con respecto al tiempo. Dentro de los factores
de riesgo de padecer CaM se encuentran la exposicion prolongada a estrogenos
endogenos y exogenos, Yy se sugiere que los factores ambientales y la industrializacion

participan en el desarrollo y progresion de la enfermedad.

El As es un carcindégeno en diferentes tejidos, a niveles bajos puede actuar como un
promotor tumoral y se sugiere que posee propiedades de un disruptor enddcrino, lo

que podria ser un factor de riesgo para desarrollar CaM.

A pesar de los hallazgos reportados acerca del mecanismo molecular del As, la
importancia de la participacién de la enzima aromatasa en el desarrollo y progresion
del CaM y el papel que juega el GPER1 en la via de sefalizacion del E2 y
posiblemente de el As, se desconoce si la exposicion a arsenito de sodio incrementa
la proliferacion, migracion e invasion de células epiteliales de mama transformadas y si

en estos eventos participa la regulacién de aromatasa y GPER1.
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1.6 HIPOTESIS

El As incrementa la proliferacién, migracion e invasion de lineas celulares de CaM a

través del incremento de los niveles y/o actividad de la aromatasa.

1.7 OBJETIVO GENERAL

Estudiar si el efecto del As sobre la proliferacion, migracién e invasion de células de

CaM implica la regulacion de la aromatasa.

1)

2)

3)

4)

o)

6)

1.7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto del As sobre la proliferacidn, la migracion y la invasion de lineas

celulares de CaM.

Determinar el efecto del As sobre los niveles y actividad enzimatica de la aromatasa
en una linea celular de CaM (MDA-MB-231).

Evaluar la participacion de la aromatasa en los procesos de proliferacion y
migracion inducida por el arsenito de sodio en células de CaM MDA-MB-231 vy

MDA-MB-453

Evaluar la participacion del GPER1 en la proliferacidon y la migracion inducida por el
arsenito de sodio en las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-453.

Determinar el efecto del arsenito de sodio sobre los niveles de Src fosforilada en la
linea celular MDA-MB-231.

Evaluar la participacion de Src en la actividad de la aromatasa y la proliferacion
inducidas por el arsenito de sodio en la linea celular MDA-MB-231.
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2. METODOS
2.1 Disefio experimental

2.1.1 Evaluacion del efecto del arsenito de sodio sobre la proliferacion, la
migracion y la invasion celular.

La primera parte del estudio se disefid para conocer si el arsenito de sodio es capaz
de estimular procesos importantes en la promocion y la progresion celular, para lo que

se seleccionaron tres lineas celulares de CaM y una linea mamaria no transformada.

MDA-MB-231 | | MDA-MB-453 MCF-7 MCF-12A
ERa/PR/HER2 ERa/PR/HER2* ERa*/PR*/HER2 ERa’/PRTHER2
GPER1* GPER1* GPER1* GPER1*

1
Células de cancer de mama mgﬁ::li: ?;i:‘e;ile::a%eas
Control« » NaAsO,
Células no 001 01 1.0
tratadas ‘ \MM/ um w

Viabilidad celular / MTT 24,48y 72 h

Proliferacién celular / Migracién celular / Invasion celular /
Incorporacion de BrdU Método de Scratch Ensayo Transwell
s oo ! 2 h
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2.1.2 Evaluacién del efecto del arsenito de sodio sobre los niveles totales y
la actividad de la aromatasa y su participacion en la proliferaciéon y la
migracion celular estimulada por el arsenito de sodio.

La segunda parte evalud la participacion de la aromatasa en el aumento de la

proliferacion y la migraciéon promovida por el arsenito de sodio en células de CaM.

MDA-MB-231 MDA-MB-453
ERa/PR/HER2 ERa/PR/HER2*
GPER1* GPER1*

AN
| | i

Control NaAsO, | | | |

Control Letrozol NaAsO Letrozol
0.1puM 2
(01 uM) ‘ ’ (0.1 uM) 2h
| | |
Actividad d Nas0,
ad de
Aromatasa / Kit (0.1 M)
ELISA48 h ‘
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2.1.3 Evaluacion de la participacion de la via del GPER1-Src en la actividad

de la aromatasa y en la proliferacién y la migracion estimuladas por el

arsenito de sodio.

Por ultimo, la tercera parte evalud la participacion de dos elementos importantes de la

via de senalizacion del E2, el GPER1 y Src, en el aumento de la proliferacion, la

migracion y actividad de la aromatasa estimuladas por el arsenito en células de CaM.

Control

MDA-MB-231 MDA-MB-453
ERa/PR/HER2- ERa/PR/HER2*
GPER1* GPER1*
| | | [ I | |
CGP77675 NaAsO, CGP77675 Control G-15 NaAsO, G-15
‘ | (O.JI. M) 2h ‘ ‘ (0.1] M) Z‘h
|
NaAsO, NaAsO,
(0.1I M) (0.1 um)
|
|
l | |
Proliferacion . . Actividad de
celular/ ME;::'?S‘;:;;' / Aromatasa / Kit
Incorporacion de BrdU y ELISA

I
Proliferacion
celular/
Incorporacion de BrdU
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2.2 Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares de CaM humano MDA-MB-231, MDA-MB-453 y
MCEF-7 las cuales provienen de sitios metastasicos y una linea de células epiteliales no
tumorigénicas, MCF-12A. Todas se adquirieron de la ATCC (American Type Culture
Collection, USA), o se proporcionaron amablemente por el Dr. JE. Pérez Salazar. Las
lineas de CaM se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium;
GIBCO-BRL, NY, USA) alto en glucosa suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB; GIBCO-BRL, NY, USA) y 1% de penicilina 10X/estreptomicina 10X (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA). Las células MCF-12A se cultivaron en medio
DMEM:Ham’s F12 (1:1) suplementado con 5% de SFB (GIBCO-BRL, NY, USA), 10
pug/ml de insulina (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 0.5 pug/ml de hidrocortisona
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) y 1% de penicilina 10X/estreptomicina 10X (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA). Los cultivos se mantuvieron en la incubadora a 37°C con
5% de CO..

2.3 Tratamientos celulares

Los cultivos celulares se sembraron en diferentes placas de acuerdo con el
experimento a realizar. Se dejaron estabilizar durante 24-36 h y posteriormente se
trataron con diferentes concentraciones de arsenito de sodio (0.01, 0.1, 1 yM) (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA) durante 24, 48 y 72 h de acuerdo con cada experimento.
Como control se utilizé medio DMEM, como se indica en cada experimento. El letrozol
(Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), un inhibidor no esteroideo de la aromatasa, se
utilizé a una concentracion de 1 uyM; El G-15 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA),
un antagonista selectivo del GPER1, se utilizé a una concentracion de 3 pM y el
CGP77675 (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), un inhibidor de la fosforilacion de
SrcY419 se us6 a una concentracion de 2 pM. Estos se agregaron 2 h antes del

tratamiento con arsenito.
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2.4 Viabilidad celular por MTT

El ensayo MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA) se us6 para evaluar la viabilidad celular que se cuantificd
como actividad mitocondrial a través de la actividad de la enzima succinato
deshidrogenasa (Mosmann, 1983). Las lineas células se sembraron en placas de 24
pozos colocando 5x10* células/pozo. Los cultivos se estabilizaron 24 h y entonces se
trataron con medio solo (control) o con 0.01-1.0 yM de arsenito de sodio durante 24,
48 y 72 h. Posteriormente se cuantificd la absorbancia con un espectrofotometro de
microplacas a 590 nm (SpectraMax 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). El
porcentaje de células viables se calculd6 comparado con el grupo control que
representd el 100% de viabilidad. Se realizaron cuatro experimentos independientes

por triplicado.

2.5 Proliferacién celular por incorporacion de Bromodesoxiuridina

El ensayo de incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU) se realizé usando un kit
ELISA comercial (Roche Applied System, MANNHEIM, GERMANY). Esta técnica se
basa en la incorporacion de un analogo de pirimidina, la BrdU en lugar de timidina al
ADN de células proliferantes. Después de la incorporacion al ADN, la BrdU se detecta
por un inmunoensayo. Las células MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 y MCF-12A se
sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 15x10° células/pozo. Se dejaron
estabilizar durante 24-36 h, se agregaron los tratamientos y se evaluo la proliferacion a
las 24 y 48 h. El tratamiento con medio DMEM solo se consideré como control. La
mitomicina C (4 pg/ml; TEVA, CDMX, México) y/o el arabindsido de citosina (Ara-C)
(10 uM; Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) se utilizaron como control negativo de la
proliferacion celular; un agente alquilante que inhibe la sintesis de ADN y un agente
anti metabdlico que impide la sintesis del ADN, respectivamente. Las células se
trataron con BrdU (10 pM) durante 12 h a 37°C antes de finalizar el ensayo.
Posteriormente las células se fijaron y se incubaron con el anticuerpo anti-BrdU
acoplado a peroxidasa durante 90 min a temperatura ambiente. Finalmente se
agregaron 100 pl/pozo de la solucién sustrato durante 15 min. Y se midié la
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absorbancia con un espectrofotometro de microplacas (SpectraMax 250, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) a 370 nm. Se realizaron tres experimentos

independientes por duplicado.

2.6 Migracion celular por el método de “Scratch” o cierre de herida

Las células se sembraron en cajas de cultivo celular de 30 mm hasta alcanzar una
confluencia del 95-100%. Posteriormente, las células MDA-MB-231, MDA-MB-453 y
MCF-7 se privaron de SFB durante 24 h, mientras que las células MCF-12A se
privaron de SFB por 6 h. Dos horas antes de agregar los tratamientos se agregoé
mitomicina C (4 ug/mL; TEVA, CDMX, México) o Ara-C (10 pyM; Sigma-Aldrich, St
Louis MO, USA) para inhibir la proliferacion celular. Enseguida se realiz6 la herida
sobre la monocapa con una punta estéril de 200 pL y se realizaron dos lavados con
medio DMEM sin suplementos. Se incubaron con los distintos tratamientos ya
descritos. Se utilizé SFB (5%; GIBCO-BRL, NY, USA) como control positivo de
migracion. El cierre de la herida se evalu6 a las 0, 24 y 48 h con imagenes que se
tomaron con el microscopio invertido de contraste de fases FSX100 (Olympus America
Inc., USA) y se procesaron con el software Imaged (U. S. National Institutes of Health,
USA). El porcentaje de recuperacion de la herida se calculd considerando el cierre de
la herida (area total de la herida) con respecto al tiempo cero en la misma condicion

experimental. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado.

2.7 Invasion celular por el método de Transwell

Los ensayos de invasion se realizaron utilizando camaras de Boyden (Costar, Corning,
Inc., NY, USA) modificadas con matrigel. A cada inserto se les agregdé Matrigel BD (3
mg/ml) por 2 h a 37°C, para formar una matriz semisdlida. Los cultivos se estabilizaron
durante 24 h y se privaron de SFB por 16-18 h. Después, las células se sembraron
sobre el inserto con poros de 8 um en placas de 24 pozos, a una densidad celular de
1x10° células/pozo. Se agregaron los tratamientos en la parte inferior de la cdmara a
un volumen final de 600 pL durante 72 h. Se utiliz6 medio solo como control negativo y
5% SFB (GIBCO-BRL, NY, USA) como control positivo de invasion celular. Al finalizar
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el tiempo de incubacion se retird el matrigel con un hisopo y las células que fueron
capaces de degradar el matrigel y atravesaron la membrana porosa depositandose en
la contraparte inferior del inserto, es decir, las células que invadieron se fijaron con
paraformaldehido (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA) al 4%. Posteriormente las
células se tiferon con cristal violeta al 0.5% y se tomaron fotografias en un
microscopio Nikon Eclipse Ci (Nikon instruments Inc., USA). Las células se destifieron
con acido aceético al 30% y se cuantifico la absorbancia a 595 nm con un
espectrofotometro de microplacas a 590 nm (SpectraMax 250, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). La absorbancia fue directamente proporcional al numero de

células que invadieron. Se realizaron cuatro experimentos independientes.

2.8 Western blot

Las diferentes lineas celulares se sembraron en cajas de 60mm a una densidad de
1x10° células/pozo y se estabilizaron durante 24 h. Después, se incubaron con los
diferentes tratamientos indicados en resultados, a los diferentes tiempos y las células
se lisaron con el buffer RIPA (radioimmunoprecipitation assay, por sus siglas en
inglés) 150 mM NacCl (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 50 mM Tris pH 7.4 (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA), 1 mM EGTA (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 1 mM
ortovanadato de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 100 mM NaF (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA), 10 mM pirofosfato de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis MO,
USA), 10% dglicerol (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 1% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA), 1% deoxicolato de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis MO,
USA), 1.5 mM MgCI2 (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 0.1% SDS (Sigma-Aldrich,
St Louis MO, USA), 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 10 pg/mL
leupeptina (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 5 pug/mL antipaina (Sigma-Aldrich, St
Louis MO, USA), 5 ug/mL quimostatina (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), 5 ug/mL
benzamidina (Sigma-Aldrich, St Louis MO, USA), and 1 pg/mL pepstatina (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA)). Los lisados se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C por 12
minutos y se colectaron los sobrenadantes para su analisis por Western blot. Se
cargaron 40 ug de proteina por carril en el gel y se realiz6 la electroforesis SDS-PAGE
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(sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, por sus siglas en inglés).
Posteriormente las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de PVDF
(polyvinylidene fluoride, por sus siglas en inglés; Millipore Corporation, USA) usando
una camara semiseca de transferencia (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco
CA, USA). Enseguida se bloquearon las membranas con 5% de leche en PBS Tween
al 0.1% por 1 h. Las membranas se incubaron toda la noche con anticuerpos contra:
Aromatasa (1:250; BIO-RAD, Hercules, CA, USA), Src (1:1500; Santa Cruz
Biotechnology, USA), p-SrcY419 (1:500; R&B Systems, MINNEAPOLIS, USA),
GPER1 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, USA), ERa (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, USA) 6 B-actina (donado amablemente por el Dr. Manuel Hernandez,
Departamento de Biologia celular, Cinvestav-IPN). Al dia siguiente, se lavaron las
membranas con PBS Tween 0.1% y se incubaron con anticuerpos secundarios anti-
raton-HRP (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) 6 anti-conejo-HRP (BIO-RAD, Hercules,
CA, USA) segun sea el caso durante 2 h. Se realizaron tres lavados con PBS Tween
0.1% y finalmente las bandas se visualizaron con luminata™ (Millipore, MA, USA) y
peliculas radiograficas Kodak (Palo Alto, CA, USA). Los autoradiogramas fueron
escaneados con un sistema de imagenes Gene Genius Bio Imaging System (Syngene,
USA) para su posterior analisis con el software Imaged (U. S. National Institutes of

Health, USA). Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado.

2.9 Actividad de aromatasa

La actividad de la aromatasa en células MDA-MB-231 se evalud por la conversion de
testosterona (T) a estradiol (E2). Las células se sembraron en placas de seis pozos a
una densidad de 3x10° células/pozo. Después de 24-36 h de estabilizacién, el medio
se reemplazé por medio sin SFB que contenia el sustrato de la aromatasa, T
(Steraloids Inc., Newport, RI; 100 nM) y las diferentes concentraciones de arsenito. Se
incubd durante 48 h. Se tomaron alicuotas del medio de cultivo para cuantificar el E2
usando un kit de inmunoensayo enzimatico (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml, USA).
La actividad de la aromatasa se expres6 como picogramos de E2 sintetizado por
mililitro de medio de cultivo (pg/ml).
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2.10 Analisis estadistico

La significancia estadistica de los datos se evalu¢ utilizando un analisis de varianza de
una via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc Dunnett o Tukey segun fuera
apropiado. Se utilizé la prueba t de Student para comparar el grupo control vs. el grupo
control positivo o negativo. El analisis se realizé usando el programa GraphPad Prism
version 5.0 (GraphPad software, San Diego, CA). El valor de p menor de 0.05 (p<0.05)

se considero estadisticamente significativo.

Los datos utilizados para el analisis estadistico de cada resultado fueron los
promedios obtenidos de los experimentos independientes por duplicado o triplicado +
el error estandar de la media (EEM) que se utiliz6 como medida de dispersion.
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3. RESULTADOS

3.1 Efecto de la exposicion a arsenito de sodio sobre la viabilidad de

células de cancer de mama

Se determinaron las concentraciones de arsenito de sodio éptimas para evaluar los

distintos efectos de interés sin afectar la viabilidad celular. Para ello, determinamos la

capacidad citotoxica de 0.01, 0.1 y 1 yM de arsenito de sodio en las distintas lineas
celulares que se utilizaron en el estudio: células MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 y

MCF-12A. Se determind la viabilidad celular como actividad mitocondrial mediante el

ensayo de reduccion de MTT a las 24, 48 y 72 horas. La tabla 3 muestra que el

arsenito de sodio no afect6 la viabilidad de ninguna de las lineas celulares de CaM, ni

de las ceélulas MCF-12A a ninguna de las concentraciones ni tiempos que se

evaluaron.

Tabla 3. El arsenito de sodio no afecta la viabilidad de las lineas células evaluadas a las 24,

48y 72h
Tratamientos / Linea MDA-MB-231 MDA-MB-453
celular

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Control 100+£1.8 100+ 0.5 100+£0.3 100+£1.2 100+ 0.6 100+£0.8
0.01 pM de arsenito 97.5+3.9 99.3+0.6 101+ 3.0 98.0+5.7 98.8+4.9 98 +7.6
0.1 uyM de arsenito 101.5+3.0 103+25 106 £ 3.0 93.5+4.2 101 £ 3.0 94+6.9
1.0 uM de arsenito 103+1.6 947 +4.0 97.7+20 102.3+4.0 101 + 3.1 100+ 8.8

MCF-7 MCF-12A

24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
Control 100+ 0.9 100+ 0.8 100+ 0.6 100 + 1.1 100+ 0.5 100+ 0.9
0.01 uM de arsenito 945+1.0 95.3+1.4 88.8+3.0 100.8 £2.3 96.8+3.4 91.5+23
0.1 uM de arsenito 97.5+0.9 945+23 93.5+24 1005+ 3.7 99.2+4.1 943+14
1.0 uM de arsenito 104.8 £0.9 106 £2.3 106 £ 4.1 93.2+27 91.3+3.3 93.3+0.6

La citotoxicidad se evaluo por el método de reducciéon de MTT y se expresdé como porcentaje,

considerando como 100% de viabilidad al control no tratado.

Los datos se analizaron

utilizando ANOVA de dos vias, post hoc Tukey. Los datos corresponden a la media £+ EEM de
cuatro experimentos independientes por triplicado.
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3.2 Efecto del arsenito de sodio sobre la proliferacion celular

En la tumorigénesis, la fase de promocién se asocia con un incremento de la
proliferacion de células iniciadas, por lo que primero decidimos evaluar el efecto del
arsenito de sodio sobre la proliferacion celular a través de ensayos de incorporacion
de BrdU en las tres lineas celulares de CaM antes mencionadas y en una linea de
células epiteliales humanas no tumorigénica expuestas a 0.01, 0.1 y 1 yM de arsenito
de sodio por 24 y 48 horas. Los resultados mostraron que las concentraciones de 0.1y
1 pM de arsenito incrementaron la proliferacion celular en un 42 y 59%,
respectivamente a las 24 h, mientras que la proliferacion se increment6 a un 40 y 48%,
respectivamente a las 48 h en células MDA-MB-231 (Fig. 4a). En células MDA-MB-
453, solo la concentracion de 0.1 uM incremento 27% la proliferacion a las 24 h (Fig.
4b); mientras que la exposicién a 0.01 y 0.1 yM incremento la proliferacion de células
MCF-7, a las 24 h (Fig. 4c). En contraste, el arsenito de sodio no modifico la
proliferacion de células MCF-12A a ninguna concentracion ni tiempo evaluado (Fig.
4d). La mitomicina C o Ara-C que se usaron como control negativo, inhibi6 la

proliferacion celular a las 24 y 48 h comparada con el grupo control.
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Figura 4. E/ arsenito de sodio incrementa la proliferacion de células de CaM.

El efecto de la exposicidon a NaAsO, sobre la proliferacion celular se analizé utilizando la
técnica de incorporacion de BrdU a las 24 y 48 h en células a) MDA-MB-231, b) MDA-MB-453,
c) MCF-7 y d) MCF-12A. La mitomicina C y Ara-C se utilizaron como control negativo. Los
datos corresponden a la media + EEM de las absorbancias de tres experimentos

independientes por duplicado y se analizaron utilizando ANOVA de dos vias, post hoc
Dunnett, *p < 0.05 vs. control.
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3.3 Efecto del arsenito de sodio sobre la migracién y la invasion

celular

Para determinar si el arsenito de sodio también promueve eventos que participan en la
progresion tumoral, se evaluo el efecto sobre la migracion y la invasion celular por el
método de la técnica de “scratch” (cierre de herida) y el método de transwell,
respectivamente, obteniendo los porcentajes de recuperacion de la herida y el numero
de células con capacidad invasiva comparando grupos tratados con arsenito y cultivos
no tratados. Los resultados mostraron que el arsenito estimulo la migracion de las
células MDA-MB-231 expuestas a 0.1 uM a las 24 y 48 h de tratamiento (61 y 49 %,
respectivamente); mientras que a 0.01 uM indujo la migracién celular solo después de
las 48 h de exposicién (Fig. 5a y c). En células MDA-MB-453, 0.01 y 0.1 uyM de
arsenito estimularon la migracion (34 y 44 %, respectivamente) a las 48 h (Fig. 5b y
5c) y a 0.1 uM, el arsenito de sodio indujo un porcentaje similar de migracion que en la
linea MDA-MB-231. En la linea MCF-7 se incrementd la migracion con la
concentracion de 0.1 yM de arsenito a las 48 h (Fig. 5e). En células MCF-12A el
arsenito no estimulo la migracion celular a ningun tiempo ni concentracion (Fig. 5f). El
efecto del arsenito sobre la invasion celular se evaluo en células MDA-MB-231 en
camaras de Boyden modificadas con matrigel, a las 72 h de exposicion. Los resultados
mostraron que 0.1 yM de arsenito promueve la invasion celular (Fig. 6). Tanto en los

ensayos de migracion como de invasion, se utilizé SFB como control positivo.
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Figura 5. El arsenito de sodio incrementa la migracion de células de CaM.

Los cultivos se expusieron a NaAsO, (0.01-1 uyM) y suero fetal bovino (SFB) (control positivo).
La migracion celular se evalu6 por el método de scratch (cierre de la herida) a las 0, 24 y 48 h.
Imagenes representativas de a) células MDA-MB-231 y b) MDA-MB-453. Las gréficas
presentan los porcentajes de la recuperacion de la herida comparado con el tiempo inicial
(tiempo cero) en células ¢) MDA-MB-231, d) MDA-MB-453, e) MCF-7 y f) MCF-12A. Cada
barra representa la media
analizaron utilizando ANOVA de dos vias, post hoc Dunnett. Los grupos control vs. SFB se
compararon por una prueba t de Student con correccion Welch. *p< 0.05 vs. control.

+ EEM de tres experimentos independientes. Los datos se
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Figura 6. E/ arsenito de sodio incrementa la invasion de células MDA-MB-231.

Los cultivos celulares se expusieron a NaAsO;, (0.01-1 uM) y SFB (control positivo) para
determinar la invasién celular en cdmaras de Boyden modificadas con matrigel a las 72 h. a)
Imagenes representativas de cultivos tefidos con cristal violeta tratados con arsenito. b) La
gréfica muestra la media £+ EEM del numero de células que invadieron ajustada al control. Se
realizaron cuatro experimentos independientes y se analizaron utilizando ANOVA de una via,
post hoc Dunnett. Los grupos control vs SFB se compararon por t de Student, *p< 0.05 vs.
control.
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3.4 Expresion proteica de aromatasa, GPER1 y ERa en las lineas
celulares MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 y MCF12A

De acuerdo con la clasificacién molecular del CaM las lineas celulares utilizadas en el
estudio pertenecen a diferentes grupos, por tal motivo decidimos corroborar la
expresion del ERa en todas las lineas, asi como la expresion del GPER1 y aromatasa.
La figura 7 muestra que la aromatasa se expresa en todas las lineas celulares que se
evaluaron, siendo menor en las células MCF-7 en comparacién con las otras lineas
celulares. Las células MCF-7 expresaron GPER1 y ERa, mientras que las células
MCF-12A, MDA-MB-231 y MDA-MB-453 expresaron GPER1, pero no ERa.
Notablemente, la linea MDA-MB453 expreso niveles mayores de proteina GPER1 que
las células MDA-MB-231, MCF-7 y MCF12A.

MDA- MDA-
MCF-7 MCF-12A MB-231 MB-453

<«— ERa (66 KD)

— <«— Aromatasa (58 KD)

% = = = |« GPER1 (38 KD)

p— W W | «——B-Actina (42 KD)

Figura 7. Expresion de receptores a estrogenos y de aromatasa en células de CaM.
Las proteinas GPER1, ERa y aromatasa se evaluaron por Western blot con anticuerpos

especificos. Se utilizé p-actina como control de carga. Las células MCF-7 se usaron como
control positivo de la expresion de ERa.

3.5 Efecto del arsenito de sodio sobre los niveles de proteina totales y
actividad de la aromatasa

La aromatasa es la enzima encargada de la sintesis de E2, el cual participa en el
desarrollo de CaM estimulando la proliferacion, migracion e invasion de células

tumorales. Por este motivo, evaluamos el efecto del arsenito de sodio sobre los niveles
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proteicos totales y la actividad enzimatica de la aromatasa. Como se muestra en la
figura 8, el arsenito de sodio (0.1 yM) incremento significativamente los niveles totales
y la actividad enzimatica de la aromatasa. Debido a que en los ensayos anteriores
observamos que el arsenito de sodio aumento la proliferacion, la migracion, la invasion
y los niveles y la actividad de la aromatasa a la concentracion de 0.1 yM, los ensayos

posteriores se realizaron utilizando solo esta concentracion.

3.6 Papel de la aromatasa en la proliferacién y migracion inducida por
arsenito de sodio en células MDA-MB-231 y MDA-MB-453

Para determinar la participacion de la aromatasa en los efectos que se observaron en
la proliferacion y la migracion celular inducida por el arsenito de sodio, las células
MDA-MB-231 y MDA-MB-453 se trataron con letrozol, un inhibidor especifico de la
aromatasa, 2 h previas al tratamiento con arsenito de sodio (0.1 uM). La presencia del
letrozol, disminuy6 la proliferacion inducida por el arsenito de sodio en ambas lineas
celulares (Fig. 9a y 9b). Ademas, el pretratamiento con Letrozol disminuy6 la
migracion inducida por el arsenito en células MDA-MB-231 (Fig. 9c) y en células MDA-
MB-453 (Fig. 9d).

El aumento de la actividad enzimatica de la aromatasa estimulada por el arsenito de
sodio se corroboré en células MDA-MB-231 en presencia de letrozol. Nuestros
resultados mostraron que el pretratamiento con el inhibidor de la aromatasa disminuye
la produccion de E2 estimulada por el arsenito de sodio (Fig. 9e). Estos resultados nos
sugieren que la proliferacion y la migracién inducida por el arsenito requieren de la

produccion de E2.
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3.7 Asociacion de GPER1 con la proliferacién, la migracion y la
actividad de la aromatasa en células MDA-MB-231 y MDA-MB-45.

Evaluamos si la proteina GPER1 esta relacionada con la proliferacion, la migracion y
la actividad de la aromatasa inducida por el arsenito de sodio. En células MDA-MB-
231 preincubadas con G-15, un antagonista selectivo de GPER1, se observo una
inhibicion significativa de la proliferacién inducida por el arsenito (0.1 uyM) (Fig. 10a),
asi como de la migracion (Fig. 10c) en ambos tiempos evaluados. De la misma
manera, en células MDA-MB-453, la exposicion a G-15 previno la proliferacion (Fig.
10b) y la migracion (Fig. 10d) inducidas por el arsenito. Adicionalmente, evaluamos si
el GPER1 tenia una relacion con la actividad de la aromatasa estimulada por el
arsenito en células MDA-MB-231. Los resultados mostraron que la exposicion al
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inhibidor de GPER1 no afecto la actividad de la aromatasa (Fig. 10e). Sugiriéendonos
que la via del GPER1 participa en la proliferacion y la migracién inducidas por el

arsenito de sodio, pero no en la induccién de la actividad de la aromatasa.

3.8 Participacion de Src en la proliferacion celular y la actividad de la

aromatasa inducida por el arsenito de sodio

Varios estudios muestran un papel directo de la proteina cinasa Src en la proliferacion,
la migracion, la angiogénesis y la metastasis. Ademas, Src es un importante mediador
de la via de GPER1, por lo que decidimos evaluar el efecto del arsenito de sodio sobre
la activacion de Src a través de su fosforilacion en el residuo Y419 en la linea celular
MDA-MB-231. Nuestros resultados mostraron que 0.1 uyM de arsenito de sodio
incremento transitoriamente los niveles de fosforilacion de Src, es decir, se observd
que durante los 5 y 15 minutos de tratamiento se incrementaron significativamente los
niveles de fosforilacién de Src, y a los 30 min volvieron a sus niveles basales (Fig. 11a
y 11b). Después, para demostrar la especificidad en la sefial de fosforilacion de Src
utilizamos CGP77675, un inhibidor de la fosforilacion de Src en el sitio Y419. Como se
observa en la figura 11b, el pre- tratamiento disminuyd la activacion de Src estimulada
por el arsenito a los 5 y 15 min de exposicion. Los ensayos en presencia del
antagonista de GPER1 (G-15), mostraron que la fosforilacion de Src inducida por 0.1
MM arsenito a los 15 min es dependiente de la activacion de GPER1 (Fig. 11ay 11b).

Posteriormente, evaluamos la participacion de Src en la proliferacion inducida por
arsenito de sodio y observamos que la proliferacion celular estimulada por arsenito de

sodio es dependiente de la activacion de Src (Fig. 11c).

Considerando que Src es un regulador positivo de la actividad enzimatica de la
aromatasa, se decidio evaluar si la activacion de la aromatasa por el arsenito de sodio
es dependiente de Src, y nuestros resultados mostraron que la exposicion al inhibidor
de Src inhibe la actividad de la aromatasa inducida por el arsenito de sodio (Fig. 11d).
Estos resultados nos sugieren que Src es un mediador esencial de los efectos

generados por el arsenito de sodio sobre la produccion de E2 y la proliferacion celular.
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Figura 9. La aromatasa participa en la proliferacion y la migracién inducida por el arsenito de
sodio.

Las células MDA-MB-231 y MDA-MB-453 fueron tratadas con letrozol (un inhibidor de
aromatasa) 2 h previas al tratamiento con 0.1 yM de NaAsO,. Se determiné la proliferacion
celular por incorporacion de BrdU de células a) MDA-MB-231 a 24 y 48 h y b) MDA-MB-453 a
24 h. La migracién celular se evalué por ensayo scratch en células ¢) MDA-MB-231 a 24 y 48
h y d) MDA-MB-453 a 48 h. e) La actividad de la aromatasa por produccién de E2 (pg/ml) en
células MDA-MB-231 a las 48 h. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado
que se analizaron utilizando ANOVA de dos vias, post hoc Tukey para los experimentos con
células MDA-MB-231; ANOVA de una via, post hoc Tukey para los experimentos con células
MDA-MB-453 y el ensayo de actividad de la aromatasa. *p< 0.05 vs. control, &p< 0.05 vs.
NaAst.
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Figura 10. GPER1 participa en la proliferacion y la migracioén inducidas por el arsenito de
sodio.

Células MDA-MB-231 y MDA-MB-453 se trataron con G-15 (antagonista selectivo de GPER1)
durante 2 h antes del tratamiento con 0.1 pyM de NaAsO,. La proliferacion celular por
incorporacion de BrdU de células a) MDA-MB-231 a las 24 y 48 h y b) MDA-MB-453 a 24 h. La
migracion por el método scratch de células ¢) MDA-MB-231 a las 24 y 48 h y d) MDA-MB-453
a las 48 h. e) La actividad de la aromatasa evaluada por produccién de E2 (pg/ml) a las 48 h.
Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado que se analizaron por ANOVA
de dos vias, post hoc Tukey en los experimentos con la linea MDA-MB-231 y ANOVA de una
via, post hoc Tukey en los ensayos con células MDA-MB-453 y el ensayo de actividad de la
aromatasa. *p< 0.05 vs. control; &p< 0.05 vs. NaAsO..
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Figura 11. Src participa en la proliferacion de células MDA-MB-231 y la activacién de la
aromatasa estimulada por el arsenito de sodio.

Las células MDA-MB-231 se trataron con un inhibidor de p-SrcY419 (CGP77676) y/o un
inhibidor de GPER1 (G-15) previo al tratamiento con 0.1 uM de NaAsO,. a) Imagenes
representativas del Western blot de los niveles de Src fosforilado (p-Src) a los 5, 15 y 30
minutos de exposicion. Se usé B-actina como control de carga. b) La media £+ EEM de la razén
de los niveles de p-Src/Src total evaluados por Western blot de tres experimentos
independientes por duplicado que se analizaron utilizando ANOVA de una via, post hoc
Tukey. ¢) Proliferacion celular por incorporacion de BrdU; los datosmuestran la media + EEM
de tres experimentos independientes por duplicado que se analizaron utilzando ANOVA de
dos vias, post hoc Tukey. d) Actividad de aromatasa por produccion de E2 (pg/ml), los datos
muestran la media £+ EEM de tres experimentos independientes que se analizaron utilizando
ANOVA de una via, post hoc Tukey. *p< 0.05vs. control; &p< 0.05 vs. NaAsO..
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4. DISCUSION

El CaM es una enfermedad multifactorial. Existen distintos factores de riesgo para
desarrollar ~ CaM: factores  genéticos, edad avanzada y  factores
reproductivos/hormonales (por ejemplo, menarca temprana, menopausia tardia, primer
embarazo a término a edad avanzada, etc.) (Madigan et al., 1995). Por otro lado, se
sugiere que diferentes contaminantes ambientales y la industrializacion participan en
el desarrollo y la progresion de la enfermedad (White et al., 2019; Byrne et al., 2013;
Vifas, Jeng & Watson, 2012). Recientemente, se ha propuesto que algunos metales
(como As, cadmio, plomo y mercurio) tienen capacidad estrogénica y han sido
asociados con el riesgo de padecer CaM (Burks et al., 2017; Martin et al., 2003).

La IARC clasifica al As como un carcindogeno del grupo uno (2012), debido a que
existe suficiente evidencia para asociarlo con el desarrollo de cancer en humanos. Su
exposicidn cronica esta relacionada con cancer de piel, de pulmon, de vejiga, de riion,
de higado y CaM; la mayoria de éstos canceres son dependientes de hormonas
(Khanjani, Jafarnejad & Tavakkoli, 2017; WHO, 2018).

La exposicién a As se considera un problema de salud a nivel mundial. La mayoria de
las personas estan expuestas de manera cronica a niveles bajos de As. La OMS, en
1992, definié 10 pg/L (10 ppb = 0.13 yM) como limite seguro de As en agua de bebida.
En el presente estudio utilizamos concentraciones no citotoxicas y ambientalmente
relevantes de arsenito de sodio (0.01-1.0 yM), las cuales se encuentran en el rango de
concentraciones de As reportados en suministros de agua potable contaminados en
un gran numero de paises (IARC, 2012) e incluso, se encuentran por debajo de los
niveles observados en algunos estados de la Republica Mexicana como Durango e
Hidalgo donde reportan niveles de 167 y 1,001 pg/L, respectivamente, de As en pozos
utilizados como fuente de agua potable (Armienta & Segovia, 2008).

A pesar de la asociacion del As con diferentes tipos de cancer, el mecanismo
molecular de la carcinogénesis generado por el As aun no se define. Se sugiere a
partir de trabajos in vitro, que el arsenito de sodio a niveles bajos (<10 uM) actua como
un promotor tumoral o co-carcindégeno induciendo transduccion de sefiales, activando

factores de transcripcion y modificando la expresion de genes que participan en el
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crecimiento celular, la proliferacion y la transformacion maligna (Yang & Frenkel,
2002). En estudios in vivo se reporta que la exposicion a As trivalente (0.5 y 1 mg/Kg)
incrementa la angiogénesis y el crecimiento de tumores solidos (Soucy et al., 2003).
Por el contrario, a concentraciones altas (40 uM = 3.08 mg/L), el arsenito suprime el
crecimiento celular y favorece eventos de muerte celular como la apoptosis (Lau et al.,
2004). En nuestro trabajo, encontramos que la exposicion a 0.01-1 yM de arsenito de
sodio incrementa la proliferacidn, la migracién y la invasion de células de CaM, pero
no de células epiteliales no tumorigénicas. Las fases de promocion y progresion en el
desarrollo del cancer se caracterizan por el incremento de la proliferacién de células
iniciadas y la adquisicion de un fenotipo maligno o invasivo, respectivamente (Martinez
et al., 2003). Las células normales tienen mecanismos encargados de regular vias de
sefalizacion que participan en la divisidon y el crecimiento celular, como por ejemplo, el
secuestro de factores de crecimiento en el espacio pericelular y matriz extracelular y/o
a través de la sensibilizacion de receptores membranales, a diferencia de las células
cancerosas que adquieren la capacidad de responder de manera sostenida a sefales
mitogénicas que estimulan la proliferacion celular (Hanahan & Weinberg, 2011). De
esta manera, con nuestros hallazgos soportamos la hipotesis que el arsenito de sodio
a concentraciones bajas actua como un promotor tumoral y podria participa en la
progresion tumoral. Estudios previos reportan que el arsenito de sodio a
concentraciones similares a las que se utilizaron en este estudio (0.1-1 pM),
incrementan la proliferacion de células de CaM a través de su capacidad como
disruptor enddcrino, alterando la transcripcion de genes dependientes de E2 (Stoica,
Katzenellenbogen & Martin, 2000; Davey et al., 2007; Nakareangrit et al., 2015).
Ademas, se reporta que la exposicidon cronica (24 semanas) a 500 nM de arsenito de
sodio es capaz de inducir a células epiteliales mamarias humanas MCF-10A hacia un
fenotipo de cancer, un efecto que se observd concomitante a la sobreexpresiéon e
incremento de la actividad de la aromatasa, lo cual ocurrié de manera independiente
del ERa (Xu, Tokar & Waalkes, 2014). Por su parte Huff y cols. (2016) demostraron
que la exposicion a arsenito de sodio incrementa la proliferacion de células de cancer

de pulmodn a través de la activacion del receptor GPER1.
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Por esta razon, en este trabajo decidimos utilizar cuatro lineas celulares que expresan
aromatasa y GPER1. Tres de éstas lineas son de CaM: MDA-MB-231 (ERa/PR
/HER2/GPER1"), MDA-MB-453 (ERa’/PR/HER2"/GPER1") y MCF-7
(ERa"/PR*/HER2/GPER1"), en tanto que la cuarta es una linea celular epitelial no
tumorigénica la MCF-12A (ERa/PR/HER2/GPER1"). Los resultados que se
obtuvieron con todas las lineas, nos sugieren que el arsenito de sodio es capaz de
inducir la proliferacion, la migracion y la invasion de células de CaM a pesar de tener
diferente estatus de expresién de receptores, mientras que no modifica la proliferacion
ni la migracion de células epiteliales de mama no transformadas a pesar de que la
linea expresa GPER1 y aromatasa. Sin embargo, en la linea MDA-MB-231
observamos que el arsenito estimulo la proliferacion y la migracion desde las 24 h y el
efecto se mantuvo hasta las 48 h comparado con el resto de las lineas que solo se
observo el aumento a las 24 h en la proliferacion y a las 48 h en la migracion celular.
Estos datos nos podrian sugerir que la expresion de otros receptores membranales,
pueden modular negativamente los efectos del arsenito de sodio. Por ejemplo, se
sugiere que el GPER1 puede actuar como regulador negativo de la proliferacion de
células de CaM ERa positivo, mientras que en células ERa negativo promueve el
crecimiento de estas células (Ariazi et al., 2010).

Con todo lo anterior en mente, la siguiente pregunta a responder fue si a
concentraciones ambientalmente relevantes de arsenito de sodio a tiempos cortos de
exposicidon se inducen eventos importantes para la promocion y la progresion tumoral
a través del aumento en la actividad de la aromatasa y consecuentemente en la
produccion de E2; ademas del papel que juega el GPER1 en los efectos del arsenito
de sodio en las células de CaM. Por este motivo utilizamos como modelo celular
principal la linea celular MDA-MB-231 y realizamos los mismos experimentos a las
mismas condiciones con otra linea celular de CaM, la MDA-MB-453 que de manera
similar expresa aromatasa y GPER1 pero no expresa ERa, con el objetivo de
establecer que los efectos no son exclusivos de una linea de CaM en particular.

En el paso final de la esteroidogénesis, la testosterona se metaboliza a 173-estradiol
(E2) por el complejo catalitico enzimatico del CYP19A1. La aromatasa se localiza en el
reticulo endoplasmico de tejidos sensible a estrogenos, como tejido adiposo, mamario,
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de prostata, células endoteliales y fibroblastos (Kirma et al., 2001). Nuestros
resultados demostraron que 0.1 uM de arsenito de sodio, incrementa
significativamente los niveles protéicos totales y la actividad enzimatica de la
aromatasa. Este efecto es biolégicamente importante ya que se ha observado que, en
el desarrollo de CaM, la produccion local de estrogenos a través de la actividad de la
aromatasa es un mecanismo importante de estimulacion autdcrina y paracrina, lo que
favorece la proliferacion, la migracion y la invasion de células tumorales a través de la
union y activacion del E2 a sus receptores (De mukhopadhyay et al., 2015; Key et al.,
2013). En el pasado, las lineas MDA-MB-231 y MDA-MB-453, al ser ERa negativas,
se consideraban células de CaM no dependientes de hormonas. Sin embargo, esto ya
no es totalmente aceptado. Se propone que el fenotipo ERa™ se adquiere a través de
modificaciones epigenéticas que llevan a la pérdida de la expresion del ERa
(Gajulapalli et al., 2016). Lapidus y cols. (1998) reportaron que en tumores de CaM
ERa” se mantiene el estatus de metilacion del gen promotor ESR1 que codifica para la
expresion del ERa a diferencia de los tumores ERa’. La ADN metiltransferasa 1
(DNMT1) es la responsable de la metilacion del promotor ESR1 en la linea MDA-MB-
231 en la cual generaron el silenciamiento de la DNMT1, lo que permitié la re-
expresion del ERa, demostrando asi que la metilacion es un factor importante que
contribuye al fenotipo de CaM ERa’, de tal manera que las células mantendrian la
expresion de la aromatasa y su capacidad de responder a los efectos del E2 a través
de otros receptores de estrogenos como el GPER1 (Pandey et al., 2009; Maggiolini et
al., 2004; Filardo et al., 2000). Para demostrar la relevancia de la enzima aromatasa
en el CaM se han realizado estudios utilizando inhibidores no esteroideos de tercera
generacion (letrozol y anastrozol) de la actividad de la aromatasa. El letrozol es un
supresor de la aromatizacion de androgenos y de los niveles de estrégenos, y es mas
potente que el anastrozol (Geisler et al., 2002). De hecho, los inhibidores de la
aromatasa se utilizan ampliamente como primera linea de tratamiento de CaM
metastasico y estan aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
USA para utilizarse como terapia adjuvante en mujeres postmenopausicas (Winer et
al., 2005). En estudios in vivo en ratones inoculados con células de CaM ERa’, MDA-
MB-231y 4T1, se evaluo la participacion de la aromatasa en el crecimiento del tumor y
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en la metastasis hacia el pulmoén; los resultados demostraron que tras la exposicion a
letrozol, se disminuye el crecimiento tumoral y la mestastasis de los tumores,

incluyendo los tumores ERa” (Wang et al., 2016; Sabnis et al., 2011).

Por otro lado, existen reportes que demostraron que los CDE pueden favorecer la
expresion y actividad de la aromatasa, y que este evento es necesario para
incrementar la proliferacion de células de CaM (Williams & Darbre, 2019). Por ejemplo,
la exposicion, a tiempos cortos (24 h), a compuestos como dietilestilbestrol,
coumestrol, genisteina, bisfenol Ay al dicloro difenil tricloroetano (DDT) incrementan la
actividad de la aromatasa en células de CaM a través de mecanismos no gendmicos
(Kinoshita & Chen, 2003). Aunque se propone que la via de sefalizacion de PI3k/Akt
es una de las posibles vias que participan en el efecto inducido especificamente por el
DDT en células MCF-7 y MDA-MB-231 (Han et al., 2010), el mecanismo molecular
preciso por el cual estos compuestos activan a la aromatasa aun se desconoce. Sin
embargo, se sabe que su expresion no es dependiente del estatus de expresion del
ERa, PRy HER2 (Kanomata et al., 2017).

Nosotros utilizamos el inhibidor de la aromatasa letrozol por su gran especificidad y
potencia sobre la aromatasa, con el objetivo de evidenciar la participacion de la
enzima en la proliferacion y la migracion estimulada por el arsenito de sodio. Nuestros
resultados mostraron que la proliferacién y la migracion estimuladas por 0.1 uM de
arsenito requiere la activacion de la aromatasa y la produccion de E2 en ambas lineas
celulares. Esto a la vez nos sugiere la participacion de un receptor de estrégenos v,
debido a que nuestras lineas no expresan el ERa, consideramos que el receptor que
participa es el GPER1, un receptor acoplado a proteinas G. El GPER1 media los
efectos rapidos no gendémicos de los estrégenos a través de la modulacion de
segundos mensajeros y via de las MAPKs en células de CaM, tanto ERa positivo
como ERa negativo (Filardo et al., 2000; Maggiolini et al., 2004; Pandey et al., 2009).
En este trabajo utilizamos G-15, un antagonista especifico de GPER1 de uso amplio
que interrumpe la via de sefnalizacion de GPER1 por su similitud estructural con el
agonista sintético de GPER1, G1 (Dennis et al., 2009; Arterburn et al., 2009; Mendez-
Luna et al.,, 2015; Changyu et al.,, 2019). Con esta estrategia corroboramos que
GPER1 efectivamente participa en la proliferacion y la migracién estimuladas por 0.1
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MM de arsenito de sodio en las células MDA-MB-231 y MDA-MB-453. El hecho de que
la exposicion a G-15 disminuye la proliferacion y la migracion en ambas lineas
celulares nos sugiere que la activacion de GPER1 ocurre por la union de E2, el cual
desencadena vias de sefializacion que estimulan la proliferacion y la migracion celular
(Fig. 12). Huff y cols. (2016) mostraron que el arsenito de sodio activa rapidamente
ERK1/2 a través de la via de GPER1. Por otro lado, Stoica y cols. (2000) reportaron
que el arsenito de sodio activa al ERa a través de una interaccién con el dominio de
unidn al ligando del receptor. En nuestro estudio, nosotros sugerimos que la activacion
del GPER1 por la exposicidon a arsenito de sodio se debe a la union de E2, sin
embargo, desconocemos si la activacion puede también ocurrir por una distintos
receptores interaccion directa del arsenito con GPER1, y son necesarios experimentos

especificos para determinarlo.

En este trabajo corroboramos el estatus de expresion de GPER1 y ERa en las lineas
celulares utilizadas y observamos que las células MDA-MB-453 expresan mayor
cantidad de GPER1 que las células MDA-MB-231, y nuestros resultados mostraron
efectos mas persistentes en la linea MDA-MB-231. Estos datos nos sugieren que el
papel del GPER1 no depende de la cantidad que expresan las células sino de la
cantidad de E2 que producen. Catalano y cols. (2014) demostré en células SKBR3
que la expresion de la aromatasa es regulada por el receptor GPER1 a través del
reclutamiento del complejo c-fos y c-jun a los motivos AP-1 de la region promotora del
gen de la aromatasa. Nosotros no evaluamos si la inhibicion de GPER1 interrumpe la
expresion de la aromatasa, pero si demostramos que la inhibicion de GPER1 con G-
15 no modifica la actividad de la aromatasa inducida por el arsenito de sodio. Estos
datos sugieren que el arsenito activa a la aromatasa a través de un mecanismo
independiente de la activacion de GPER1. Sin embargo, la activacion de la via de
GPER1 podria participar en la sobreexpresion de la aromatasa. En éste sentido, se
sabe que la via de GPER1 también desencadena una via dependiente de la proteina
Ga que a su vez activa a la adenilil ciclasa, quien activa a PKA, que activa a CREB
(proteina de unién a elementos de respuesta a AMP ciclico) y que se une a los
elementos CRE de la regién promotora en el gen de la aromatasa, induciendo asi la
expresion de la enzima (Girgert, Emons & Grundker, 2017). Por su parte, Catalano y
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cols. (2009) y Barone y cols. (2012) reportaron que la actividad enzimatica de la
aromatasa se regula por modificaciones postraduccionales como un estado ciclico de
fosforilacién/desfosforilacion en el que participan cinasas como la tirosina cinasa Src y
fosfatasas. Nuestros resultados mostraron que el arsenito de sodio incrementa de

manera transitoria la fosforilacion de Src-"4"®

, alos 5y 15 minutos de exposicion y
después de 30 minutos de exposicidon regresan a los niveles basales. La
autofosforilacion en este residuo es importante ya que permite que Src alcance su
maxima actividad de cinasa (Guarino, 2010). Nosotros, al utilizar un inhibidor
especifico de la fosforilacion en el residuo Y*'°, corroboramos que Src es un blanco del
arsenito de sodio y que la actividad de la aromatasa y la proliferacion celular inducida

por el arsenito son dependientes de la activacion de Src.

Estudios previos demuestran que Src también fosforila el residuo Y**! de la aromatasa
incrementando su actividad enzimatica (Catalano et al., 2009), mientras que PTP1B
(tirosin fosfatasa 1B) desfosforila el mismo residuo reduciendo su actividad (Barone et
al., 2012). Con estos datos en mente, nuestros resultados nos podrian sugerir que el
arsenito de sodio incrementa la actividad de la aromatasa a través de un evento
mediado principalmente por Src. Sin embargo, otro posible mecanismo se puede
relacionar con la inhibicion de fosfatasas por el arsenito de sodio, lo cual permitiria
mantener “encendida” la actividad de la aromatasa (Barone et al., 2012). Con respecto
a esto, un mecanismo bien caracterizado, es la capacidad del arsénico de interactuar
con grupos sulfhidrilos libres de varias macromoléculas, modificando su actividad o el
estado de activacion de manera directa o indirecta. Las proteinas tirosina fosfatasa
(PTPasas) son enzimas con grupos —SH y por lo tanto sensibles a compuestos que
reaccionan con grupos tiol. Cavigelli y cols. (1996) demostraron que el arsenito de
sodio es capaz de activar a la cinasa c-jun N-terminal (JNK) a través de la inactivacion
de fosfatasas debido a que, el arsenito puede interactuar con cisteinas del sitio

catalitico de las PTPasas inhibiendo su actividad.

Por otra parte, se reporta que en células MDA-MB-231 expuestas a inhibidores de Src
se disminuye su proliferacion, su migracion y su invasion celular (Sanchez-Baildn et
al., 2012). Independientemente, se observa que en células uroepiteliales humanas
expuestas a arsenito de sodio, se induce la fosforilacién de Src. En estas condiciones
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Src fosforila y activa al receptor HER2 que induce nuevamente una fosforilacion
sostenida de Src, creando una retroalimentacion positiva que resulta en un aumento
de la proliferacidn, la migracion y la invasion celular (Zhou et al., 2018). Estos datos
estan de acuerdo con nuestros resultados, dado que por un lado la exposicién a
arsenito de sodio favorecio la activacion de Src el cual participd en la regulacion de la
aromatasa, ademas de que también es un mediador importante de la proliferacién
celular. Nuestros resultados también demostraron que la activaciéon de Src se debe
parcialmente a la via de GPER1, pero se necesitan mas estudios para determinar el
mecanismo por el cual el arsenito de sodio induce la activacién de Src, tanto en la via
dependiente como independiente de GPER1. En lineas celulares distintas se
demuestra que Src se encuentra asociado a la membrana celular interna,
particularmente vecino a factores de crecimiento o “clusters” de integrinas, y su
activacion se regula por eventos de fosforilacion y desforforilacion (Bjorge, Jakymiw &
Fujita, 2000). Por lo anterior, se sugieren algunos mecanismos por los que el arsénico
podria estar activando a Src: 1) el arsénico puede interactuar directamente con grupos
tiol libres de Src promoviendo su actividad, o indirectamente activarla por inhibicion de
PTPasas; 2) el arsénico podria acumularse en la matriz extracelular al unirse a
moléculas con grupos sulfhidrilos libres que generan el reordenamiento de integrinas
que eventualmente provocan la activacion de Src, y 3) los ROS o la modulacion del
nivel de glutation intracelular podrian jugar un papel en la activacion de Src
(Simeonova & Luster, 2002).

Por otro lado, existen reportes que muestran la participacion de Src en la regulacién
de la proliferacion de células de CaM, entre ellas en la linea MDA-MB-231. El E2
desencadena una sefalizacion dependiente de EGFR/Src/Shc, donde Src ejerce un
papel de “switch” de la via de senalizacion que promueve el incremento en el nivel de
c-myc y ciclina D1, reguladores criticos del ciclo celular, promoviendo el crecimiento
de células ERa negativo (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012). Estos antecedentes
podrian sugerir como la particibn de Src per se, es importante en los efectos
promovidos por el arsenito, independientes de la via de GPER1.

Integrando los hallazgos que se obtuvieron en el presente trabajo, se demostro que el

arsenito de sodio, a concentraciones ambientalmente relevantes, es capaz de
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estimular eventos importantes en la promocion y la progresion tumoral en células de
CaM a través de incrementar la actividad de la aromatasa, y consecuentemente
aumentando los niveles de E2. El incremento de E2 crearia una retroalimentacion
positiva de la via de GPER1 que participa en la promocion y la progresion de células
de CaM. Adicionalmente, la exposicion a arsenito de sodio induce la activacién de Src
que contribuye tanto al aumento en los niveles de E2 como a la proliferacion y la

migracion inducidas por el arsenito de sodio y E2.

En conclusion, nuestros datos sugieren que a concentraciones ambientalmente
relevantes, el arsenito de sodio induce una regulacion positiva de la proliferacion,
migracion e invasion de lineas celulares de CaM, a través del incremento de la
actividad de la aromatasa y de los niveles de estradiol (E2), la estimulacion de GPER1
y la activacion Src (Fig. 12).
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Figura 12. Mecanismo propuesto por el cual el arsenito de sodio favorece la promocién y la
progresion de las células de CaM.

1) El arsenito de sodio incrementa la actividad de la aromatasa que puede ocurrir por la
inhibicion de fosfatasas, 2) El E2 que produce la aromatasa se puede unir y activar GPER1
que transactiva a RTKs e integrinas que desencadenan las vias de sefializacion de la
proliferacion y la migracién celular, y activan a Src, 3) el arsenito de sodio activa a Src, lo que
contribuye a los efectos de promocién tumoral creando una retroalimentacién positiva de la
activacion de la aromatasa, la promocion y la progresion de las células de CaM.
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5. CONCLUSIONES

V)

El arsenito de sodio a una concentracion de 0.1 puM incrementa la
proliferacion, la migracion y la invasion de las células de CaM, pero no de

células no tumorigénicas.

El arsenito de sodio a una concentracion de 0.1 uM incrementa los niveles

proteicos y la actividad enzimatica de la aromatasa en células de CaM.

La estimulacion de la proliferacion y la migracion por el arsenito de sodio
requiere de la activacion de la aromatasa y el consecuente aumento en la

produccion de E2.

GPER1 participa parcialmente en la proliferacion y la migracion estimuladas
por el arsenito de sodio, pero no participa en la activacién de la aromatasa.

El arsenito de sodio (0.1 puM) promueve la activacion de Src, el cual
contribuye en la activacion de la aromatasa y la proliferacion celular

inducidas por arsenito de sodio en células derivadas de CaM.
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6. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto del arsenito de sodio sobre la expresion de mRNA del gen de
la aromatasa y determinar el mecanismo de induccion de la actividad de

aromatasa en lineas celulares de CaM ERa positivo como la MCF-7.

Estudiar el efecto del arsenito de sodio sobre la fosfatasa PTP1B con el uso de
inhibidores especificos y el silenciamiento del gen para determinar si éste es el

mecanismo por el cual aumenta la actividad de la aromatasa.

Estudiar el mecanismo molecular de induccidon de la actividad de Src por el
arsenito de sodio a través de: 1) el silenciamiento de GPER1, 2) evaluando la
activacion por fosfatasa con tratamientos en presencia de fosfatasas e
inhibidores de fosfatasas y 3) evaluar niveles de ROS generados por el arsenito
y tratamientos con antioxidantes en células derivadas de CaM.

Estudiar el efecto del arsenito de sodio sobre la transicion epitelio mesénquima
(EMT) a través de la identificacion de marcadores de una células mesequimal

como expresion de N-caderina, fibronectina, vimentina y metaloproteinasas.

Estudiar el efecto del arsenito de sodio sobre el ciclo celular y reguladores
importantes de éste como ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (cdks).

Estudiar si ocurre la activacion del GPER1 a través de una interaccion directa
con el arsenito de sodio por estudios de modelado molecular y ensayos de

unidon competitiva con agonistas del receptor.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arsenic is an endocrine disruptor that promotes breast cancer (BCa) development. Estrogen synthesis, through
aromatase activation, is essential for BCa promotion and progression through activating the G-coupled estrogen
receptor 1 (GPER1), regulating rapid nongenomic effects involved in cell proliferation and migration of BCa

Keywords:
Sodium arsenite
Breast cancer

Aromatase cells. Herein, was studied the role of aromatase activation and the GPER1 pathway on sodium arsenite-induced
SrPCERl promotion and progression of MDA-MB-231 and MDA-MB-453 BCa cell lines. Our results demonstrated that 0.1

UM of sodium arsenite induces cell proliferation, migration, invasion, and stimulates aromatase activity of BCa
cell lines MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7, but not in a nontumorigenic breast epithelial cell line (MCF-12A).
Using letrozole (an aromatase inhibitor) and G-15 (a GPER1-selective antagonist), we demonstrated that sodium
arsenite-induced proliferation and migration is mediated by induction of aromatase enzyme and, at least in part,
by GPER1 activation in MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells. Sodium arsenite induced phosphorylation of Src
that participated in sodium arsenite-induced aromatase activity, and -cell proliferation of MDA-MB-231 cell line.
Overall, data suggests that sodium arsenite induces a positive-feedback loop, resulting in the promotion and
progression of BCa cells, through induction of aromatase activity, E2 production, GPER1 stimulation, and Src
activation.

1. Introduction

Arsenic is a major environmental health threat worldwide due to its
widespread contamination in drinking water (WHO, 2018) and classi-
fied as a Group 1 carcinogen by the International Agency Research in
Cancer (International Agency for Research on Cancer, 2012). Chronic
exposure to inorganic arsenic (iAs) is associated with non-melanoma
skin cancer, lung, bladder, and possibly kidney and liver cancer (WHO,
2018). In the last decade, epidemiologic studies have investigated the
association between arsenic exposure and breast cancer (BCa). Pieces of
evidence, mainly from case-control studies, have shown that exposure
to iAs may increase breast cancer risk (Baastrup et al., 2008; Lopez-

Carrillo et al., 2014; Marciniak et al., 2019; Pineda-Belmontes et al.,
2016). Nevertheless, some ecological studies did not show a significant
relationship (Lee Hinwood et al., 1999; Aballay et al., 2012; Garland
et al., 1996; Khanjani et al., 2017). In 2015, Liu et al. (2015) found that
exposure to high levels of sodium arsenite increases the risk of estrogen
receptor alpha (ERa)- and progesterone receptor (PR)-negative BCa.
Recently, an association was demonstrated between air emissions of
arsenic and other metals and the incidence of all BCa types; arsenic and
two different metals (Pb and Hg) were significantly associated with the
incidence of ERa* BCa (Vu et al., 2019).

Although the association between arsenic exposure and the risk of
developing BCa is contradictory and unfinished, exposure to iAs may be

Abbreviations: Al, aromatase inhibitors; ANOVA, analysis of variance; AP-1, activating protein-1; ATCC, American type culture collection; BCa, breast cancer; BrdU,
bromodeoxyuridine; BSA, bovine serum albumin; CRE, c-AMP responsive elements; CREB, cAMP-responsive element-binding protein; DAPI4’, 6-diamidino-2-phe-
nylindole; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; E2, estradiol; EGF, epidermal growth factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; EPA, United States
Environmental Protection Agency; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FBS, fetal bovine serum; GPCRs, G-protein-coupled receptors; ERa, estrogen receptor
alpha; GPER1, G-coupled estrogen receptor 1; HER-2, human epidermal growth factor receptor 2; HRP, horseradish peroxidase; IARC, International Agency for
Research on Cancer; iAs, inorganic arsenic; MTT, 3-45-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide; NaAsO,, sodium arsenite; PBS, phosphate buffered
saline; PR, progesterone receptor; PTPB1, protein tyrosine phosphatase 1B; SDS-Page, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; Src, proto-on-

cogene tyrosine-protein kinase Src; T, testosterone; TRITC, tetramethylrhodamine
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a risk factor in the promotion and progression of BCa since it is a potent
endocrine disruptor at low concentrations (0.01 —5 uM). In vitro and in
vivo studies showed that sodium arsenite alters steroid receptor-regu-
lated gene expression (Davey et al., 2007; Bodwell et al., 2004, 2006).
Sodium arsenite can mimic estrogen, activating, and modifying ERa
expression and promoting MCF-7 hormone-dependent BCa cells growth
(Davey et al., 2007; Stoica et al., 2000; Nakareangrit et al., 2015).
Besides, the chronic exposure to sodium arsenite (500 nM) generates a
change of human breast epithelial cells MCF-10A to acquire the cancer
cell phenotype and produces overexpression and increasing activity of
aromatase in an ERa-independent manner (Xu et al., 2014).

The cytochrome P-450 complex aromatase is the rate-limiting step
in the production of estrogen (Simpson et al., 1994). In BCa, it has been
documented that aromatase enzyme overexpression and estrogen pro-
duction led to tumor tissue growth (Lu et al., 1996; Gérard and Brown,
2018). For that, aromatase is considered a therapeutic target as ad-
juvant therapy using aromatase inhibitors (Als) (Yue et al., 1994;
Kanomata et al., 2017). Different studies showed aromatase’s relevance
in BCa promotion and progression; in mice bearing MDA-MB-231
(ERa.~ PR HER2 ™ GPER1 ") BCa tumors, it was demonstrated that the
administration of Als inhibited tumor growth and lung metastases
(Sabnis et al., 2011; Wang et al., 2016).

The aromatase expression is regulated through the promoter II/1.3
by different functional motifs: c-AMP responsive elements, a CRE-like
sequence, an Ad4BP/SF-1 (steroidogenic factor-1) binding site, and AP-
1 (activating protein-1) motifs (Simpson et al., 1994; Bulun et al.,
2003). Posttranslational modifications, like phosphorylation/depho-
sphorylation processes by c-Src protein tyrosine kinase, ERK, tyrosine
phosphatase PTP1B, among others, modulate the aromatase activity
(Yue et al., 2003; Catalano et al., 2009; Barone et al., 2012).

On the other hand, it has been reported that the GPER1 pathway
regulates aromatase expression, promoting the growth of MCF-7 and
SKBR3 cells (Catalano et al., 2014). GPER1 is an orphan G protein-
coupled receptor with seven transmembrane domains related to the
rapid nongenomic effects of estrogen (Filardo et al., 2000). Reports
showed that GPER1 is expressed in about 50-60 % of BCa tissues,
mainly in invasive tumors, and their expression is not interdependent of
ERa expression (Filardo et al., 2006; Steiman et al., 2013). Evidence
has shown that cell proliferation is induced by estrogen in cells that
express GPER1, despite not having the classical ERa that mediate the
genomic stimulus (Filardo et al., 2000; Maggiolini et al., 2004; Pandey
et al.,, 2009). In BCa cells, GPER1 transactivates epidermal growth
factor receptor (EGFR) through the release of pro-heparan-bound EGF
from the cell surface in a GBy-subunits dependent manner. Aside from
this mechanism, it has been described that GPCRs (G-protein-coupled
receptors) stimulation may activate EGFRs through direct phosphor-
ylation of the EGFR cytoplasmic tail by Src tyrosine kinase (Filardo
et al., 2002). Then it enables fast actions of estrogen by the EGFR-to-
MAPK pathway, promoting the growth and progression of tumor cells
(Mukhopadhyay et al., 2015; Huff et al., 2016).

Considering previous results, which suggested that sodium arsenite
is capable of inducing aromatase expression and activity MCF10A cell
line (Xu et al., 2014), and stimulates lung adenocarcinoma cell pro-
liferation through ERa and GPER1 (Huff et al., 2016), in this study the
aimed was to evaluate if sodium arsenite, at environmentally relevant
concentrations, induces promotion and progression of BCa cells by in-
ducing aromatase activity or activating the GPER1 pathway. For that
propose, we chose as the primary cell model the MDA-MB-231 human
cell line, which expresses GPER1 and aromatase, but does not express
ERa, PR, neither HER-2 (Sabnis et al., 2011; Krishnan et al., 2010). In
this model, was evaluated the sodium arsenite effect on proliferation,
migration, invasion, and aromatase activity. The effects on MDA-MB-
231 cell line were compared with results from other two BCa cell lines:
MDA-MB-453 (ERa~PR™HER2*GPER1 ™) (Holliday and Speirs, 2011),
and MCF-7 (ERa™*PR*HER2-GPER1 ") (Holliday and Speirs, 2011; Yu
et al., 2014), and a nontumorigenic cell line MCF-12A
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(ERa"PR™HER2 GPER1*) (Sweeney et al., 2018; Chen et al,
2017).The role of the aromatase and the GPER1 receptor on cell pro-
liferation and migration was determined using specific inhibitors.

2. Methods
2.1. Cell culture

The human MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7, and MCF-12A cell
lines were from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, V, USA). MDA-MB-231, MDA-MB-453, and MCF-7 cells were
cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10 % fetal bovine serum (FBS) (GIBCO-BRL, Grand Island, NY,
USA) and 1 % penicillin/streptomycin (P/S) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA). MCF-12A cells was cultured in DMEM:F12 (1:1) medium
supplemented with 5 % FBS, 10 pug/ml insulin, 0.5 pg/ml hydro-
cortisone, 20 ng/ml EGF, and 1 % P/S (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). The cells were grown in a humid incubator at 37 °C and 5 % CO».

2.2. Cell treatment

The cells were seeded in plates, and the cultures were allowed to
stabilize for 24 — 36 h to adapt cells after the expansion step. Over this
time, the cells overcome the stress, adhered to the plates, and reached
the required confluence before starting the treatments. The cells were
treated with sodium arsenite (NaAsO,) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) at different concentrations and times. DMEM medium alone was
used as the control. To some assay, the cultures were pretreated with
specific inhibitor: Letrozole (1 uM) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
a non-steroidal aromatase inhibitor that exerts its function through
binding to the heme group of the enzyme complex and blocking NADPH
utilization (Brodie and Njar, 1996), G-15 (3 uM) (Cayman Chemical
Co., Ann Arbor, MI), a GPER1-selective antagonist (Dennis et al., 2009);
and SrcY419 phosphorylation inhibitor (CGP77675, 2 uM). All these
were added 2 h before sodium arsenite treatment.

2.3. Cell viability assay

Cells were plated at 5 x 10* cells/well in 24-well plates. Cultures
were stabilized and then treated with medium alone (control) or with
0.01, 0.1, and 1 pM of sodium arsenite (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) for 24, 48, and 72 h. The cell viability was evaluated through the
mitochondrial activity using the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-di-
phenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA),
according to Mosmann (1983). Absorbance at 590 was measured with a
spectrophotometer microplate reader (SpectraMax 250, Molecular De-
vices, Sunnyvale, CA, USA). The percentage of viable cells was calcu-
lated compared to the control group that was adjusted at 100 %. Four
independent experiments were performed.

2.4. Cell proliferation assay

Cell proliferation was measured by Bromodeoxyuridine (BrdU) in-
corporation assay using a commercial kit (Roche, IN). MDA-MB-231,
MDA-MB-453, MCF-7, and MCF-12A cells were plated at 15 x 10°
cells/well in 96-well plates. After cell cultures were stabilized for
24—-36 h, treatments were added and evaluated at 24 and 48 h.
Medium alone was the control. Mitomycin C (4 pg/ml) (TEVA, CDMX,
MEX) or cytosine B-p-arabinofuranoside hydrochloride (Ara-C) (10 pM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as negative control for
cell proliferation. Mitomycin C is an alkylating agent that inhibits DNA
synthesis and therefore inhibits cell proliferation. Ara-C is incorporate
into DNA and allows its fragmentation by forming cleavage complexes
with topoisomerase I. The cells were treated with BrdU (10 uM) for 12 h
before the end of the assay. The BrdU incorporation rates of controls
and sodium arsenite-treated cells were determined by ELISA according



L. Reyes-Vdzquez, et al.

Toxicology 437 (2020) 152440

Table 1
Sodium arsenite does not affect the cell viability of breast cancer cells at 24, 48, and 72 h.
Treatments / Cell line MDA-MB-231 MDA-MB-453
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Control 100 100 100 100 100 100
Sodium arsenite 0.01uM 97.5 £ 3.9 99.3 + 0.6 101 + 3.0 98.0 £ 5.7 98.8 + 4.9 98 + 7.6
Sodium arsenite 0.1uM 101.5 = 3.0 103 = 2.5 106 * 3.0 93.5 + 4.2 101 + 3.0 94 6.9
Sodium arsenite 1uM 103 £ 1.6 94.7 = 4.0 97.7 = 2.0 102.3 = 4.0 101 = 3.1 100 + 8.8
MCEF-7 MCF-12A
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Control 100 100 100 100 100 100
Sodium arsenite 0.01uM 945+ 1.0 953+ 1.4 88.8 = 3.0 100.8 = 2.3 96.8 = 3.4 91.5+ 2.3
Sodium arsenite 0.1uM 97.5 £ 0.9 94.5 + 2.3 93.5+24 100.5 = 3.7 99.2 + 4.1 943+ 1.4
Sodium arsenite 1uM 104.8 = 0.9 106 = 2.3 106 + 4.1 93.2 2.7 91.3 = 3.3 93.3 0.6

Data are expressed as percentages against the control.

The cytotoxicity was evaluated by MTT assay. Data were analyzed using a two-way ANOVA test, followed by Tukey’s post hoc test. Data correspond to the

mean + SEM of the percentage of cell viability of four independent experiments.

a) MDA-MB-231

Il 24h
[ 48h

0.6

Hekkk

I
»
L

Hkkk

Sl LD

NaAsO, (uM) - 001 04 1 - - 001 01 1 -
Mitomycin (pg/ml) - - - - 4 .- . . s

BrdU incorporation
(Absorbance)
=]
s

°) MCF-7

0.6

Hkdk

BrdU incorporation
(Absorbance)

0.0- T T T T
NaAsO, (uM) - 001 01 1 - B
Mitomycin (pg/ml) - - - - 4 - - . - 4

b) MDA-MB-453
0.6
c
2
Y
§8 ou
e
c £
29 o
=9 i
og %2
T
=
1]
*kkk *kkk
0.0- u T T T —==
NaAsO, (uM) - 001 041 1 - - 001 01 1 -
Ara-C (uM) - - - - 10 - - - - 10
d) MCF-12A
0.64
c
L2
B~
T
5 & o4
eg
G2
o o
£2 02
2 ]
TS
=4
7]
Fhkk H dkkk
0.0- T T T T T
NaAsO, (uM) - 0.01 0.1 1 - - 001 01 1 -
Mitomycin (ug/ml) - - - - 4 - - - = 4

Fig. 1. Sodium arsenite induces the proliferation of breast cancer cell lines. The NaAsO, effect on cell proliferation was by BrdU incorporation at 24 and 48 h in a)
MDA-MB-231, b) MDA-MB-453, ¢) MCF-7, and d) MCF-12A cells. Mitomycin C and Ara-C were used as a negative control. The bars correspond to the mean = SEM of
the absorbance of three independent experiments in duplicate. Data were analyzed using two-way ANOVA, followed by Dunnett’s post hoc test. Asterisks mean a
statistically significant difference vs. control (* P < 0.05, ** P < 0.01 *** P < 0.001, **** P < 0.0001).

to the manufacturer’s instructions. Three independent experiments
were performed by duplicate.

2.5. Scratch-wound assay

The cells were grown in 30 mm culture dishes until 95-100 %
confluence. Then, MDA-MB-231, MDA-MB-453, and MCF-7 cells were
serum-starved for 24 h. MCF-12A cells were serum-starved for 6 h. Two
hours before the different treatments, mitomycin C or Ara-C were added
to inhibit cell proliferation. After that, the cell monolayer was scratched
with a sterile 200 pl pipette tip and washed twice with DMEM medium
without FBS. Then, cells were incubated with different treatments. The
wound healing was evaluated at 0, 24, and 48 h using an Olympus,
FSX100 microscope. The scratch-wound closure was quantified using
Image J software (NIH, USA), calculating the percentage of wound
healing compared to the initial time of the same treatment. Three

independent experiments were performed by duplicate.

2.6. Invasion assay

The invasion assay was performed using Matrigel® invasion assay in
Boyden chambers. Matrigel BD® (3 mg/ml) was added to each insert for
2 h at 37 °C to form a semisolid matrix. Cultures were stabilized and
serum-starved for 16-18 h. Then, cells were seeded into the insert with
8 um pore size of 24-well plate (Costar, Corning, Inc.) at a density of 1
x 10° cell/well. Treatments were added into the lower chamber to the
final volume of 600 pl during 72 h, medium alone (untreated control) or
5 % FBS (positive control). Cells were fixed with 4 % paraformaldehyde
and stained with 0.5 % crystal violet. A swab removed cells on the top
surface of the insert. The dye was removed and washed with 30 %
acetic acid, and the absorbance at 595 nm was measured. Absorbance
was directly proportional to the number of cells that invaded. Four
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Fig. 2. Sodium arsenite induces the cell migration of breast cancer cells. The cultures were exposed to NaAsO, (0.01-1.0 pM), and fetal bovine serum (FBS) used as
positive control. Cell migration was evaluated by scratch assay (wound healing) at 0, 24, and 48 h. Representative images of treatment effect on wound healing at
different times are in a) MDA-MB-231 cells and b) MDA-MB-453 cells. The percentage of wound healing compared with the initial time (time 0 h) of each treatment
are present in ¢) MDA-MB-231 cells, d) MDA-MB-453 cells, e) MCF-7 cells, and f) MCF-12A cells; bars represent the mean + SEM of three independent experiments.
Note that different scale of the percentage of wound healing is used in each graphic. Data were analyzed using two-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test
and T-test with Welch’s correction to compare the control group vs. the FBS group. Asterisks indicates statistically significant difference vs. control * P < 0.05, **

P < 0.01, **** P < 0.0001.

independent experiments were performed.

2.7. Western blot analysis

After treatments and times indicated, cell cultures were lysed, se-
parated by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE), electrotransferred, and analyzed by Western blot ac-
cording to methods previously described (Herndndez et al., 2018).
Antibodies against-aromatase (MCA2077S) (1:250) (Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA), Src (1:1500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), p-SrcY419 (1:500) (R&D Systems, Minneapolis, USA),
and ERa (sc-787) (1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) were used. B-actin (1:1500) was used as a loading control (kindly
donated by Dr. Manuel Herndndez, CINVESTAV, Mex). Next, mem-
branes were washed three times with PBS-Tween 1 % and then in-
cubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit Ab
(1:5000) (Bio-Rad, Hercules CA, USA) or HRP-conjugated anti-mouse
Ab (Bio-Rad, Hercules CA, USA, 1:5000) for 2 h at room temperature.
After washing three times with PBS-Tween, bands were visualized using
Western blotting Luminata™ (Millipore, MA, USA) and X-ray films
(Kodak, Palo Alto, CA, USA). Finally, autoradiograms were scanned in a
Gene Genius Bio Imaging System (Syngene, USA) and quantified using
ImageJ software (NIH, USA). The same membrane was used to detect [3-
actin as a loading control. Three independent experiments were per-
formed in duplicate.

2.8. Aromatase activity determination

Aromatase activity in MDA-MB-231 cultures was evaluated by
quantifying the conversion of testosterone (T) to estradiol (E2). Cells
were seeded in six-well tissue culture plates at a density of 3 x 10°
cells/well. After 24—36 h, the growth medium was replaced with
serum-free medium containing the aromatase substrate T (100 nM)
(Steraloids Inc., Newport, RI) and the different concentrations of so-
dium arsenite and incubated for 48 h. Aliquots of the culture media
were used to quantify E2 concentrations using an enzyme immunoassay
(EIA) kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI) and protein content by
the Bradford method (Bradford, 1976). Aromatase activity was ex-
pressed as picograms of E2 synthesized per hour per milligram protein.

2.9. Immunofluorescence assay

The MDA-MB-231 cells were seeded onto Nunc Lab-Tek™ II chamber
slides (Thermo Fisher, SCIENTIFIC, Waltham, MA, USA) and stabilized
for 24 h. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min in a
wet chamber at 37 °C, permeabilized with 0.1 % Triton X-100 for 10
min at room temperature and blocked with 0.1 % bovine serum al-
bumin (BSA) for 1 h in a wet chamber at 37 °C. Cells were incubated
with rabbit anti-GPER1 polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA, 1:30) in a wet chamber overnight at 4 °C. After
that, cells were incubated with Alexa488-conjugated anti-rabbit-IgG
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Fig. 3. Sodium arsenite increases the invasion of MDA-MB-231 cells. Cell invasion was determined by the Boyden chamber method modified at 72 h in MDA-MB-231
cells. a) The photographs are representatives of an assay with each treatment with cells stained with crystal violet. b) The graphic represents the mean = SEM of four
independent experiments expressed as the fold of migrated cells in control (unstimulated cells). Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Dunnett’s post
hoc test and T-test with Welch’s correction to compare control group vs. FBS group. Asterisks means a statistically significant difference vs. control * P < 0.05.
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Fig. 4. Estrogen receptors and aromatase expression in breast cancer cells. The
GPER1 protein, ERa and aromatase evaluated by Western blot with specific
antibodies Actin was used as loading control. The blot image corroborates that
MCF-12A, MDA-MB-231, and MDA-MB-453 cells did not express ERa but ex-
press GPER1 and aromatase. MCF-7 cells were used as positive control of ERa
expression. The same membrane was used for all immunodetections.

(Thermo Scientificc, Waltham, MA, USA, 1:300) and tetra-
methylrhodamine B isothiocyanate (TRITC-)-phalloidin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA, 1:250) for 1 h at 37 °C in a wet chamber. The nuclei
were stained with 4/, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA, 1:500) for 5 min at room temperature.
After each incubation, cells were washed with phosphate-buffered
saline (PBS, 15 mM K,HPO,, 150 mM NacCl, pH 7.4). Then, cells were
mounted in Vectashield mounting medium (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). The fluorescent images were captured with a
confocal laser microscope (TCS SP8, Leica Microsystems).

2.10. Statistical analyses
Data were evaluated using a one-way analysis of variance (ANOVA),

followed by Dunnett’s or Tukey’s post hoc test, where it was appropriate.
A Student’s t-test was used to compare the control group vs. positive or
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Fig. 5. Sodium arsenite increases protein levels and enzymatic activity of the
aromatase. Evaluation of total levels of aromatase and its activity were in so-
dium arsenite-treated cells (0.01, 0.1, and 1.0 uM) at indicated times. a)
Aromatase protein levels were determined by Western blot at 24 h. The graphic
expresses the mean = SEM of total levels compared to the untreated cells
(control) from three independent experiments b) The aromatase activity de-
terminates by ELISA kit represents the mean = SEM of three independent ex-
periments in duplicate; the graphic expresses the fold of activity compared with
the control. Data were analyzed using one-way ANOVA, followed by Dunnett's
post hoc test. Asterisks mean statistically significant difference vs. control *
P < 0.05, *** P < 0.001.

negative control. Data analyses were performed using Graph Pad Prism
version 5.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego CA, USA). P values
below 0.05 (p < 0.05) were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Effect of arsenic exposure on cell viability

In order to determine whether the sodium arsenite concentrations
selected were cytotoxic for the cell lines used in this study: BCa cell
lines MDA-MB-231, MDA-MB-453, and MCF-7, and a nontumorigenic
breast epithelial cell line MCF-12A. The cultures were exposed to 0.01,
0.1, and 1.0 uM of sodium arsenite. Cell viability was determined by
MTT assay at 24, 48, and 72 h. The sodium arsenite did not affect the
cell viability of MDA-MB-231, MDA-MB-453, MCF-7 BCa lines, neither
MCF-12A cells at all concentrations and times evaluated (Table 1).

3.2. Effect of arsenic on cell proliferation

The sodium arsenite (0.01, 0.1, and 1 uM) effect on the proliferation
of BCa cells was evaluated at 24 and 48 h. Results showed that in MDA-
MB-231 cells, 0.1 and 1 uM of sodium arsenite increased the proliferation
(42 and 59 %, respectively) at 24 h and (40 and 48 %, respectively) at 48
h (Fig. 1a). In MDA-MB-453 cells, 0.1 uM sodium arsenite increased the
proliferation (27 %) at 24 h (Fig. 1b). In MCF-7 cells, sodium arsenite, at
0.01 and 0.1 pM increased the cell proliferation at 24 h (Fig. 1c). In
contrast, sodium arsenite did not increase the MCF-12A cells prolifera-
tion at any concentrations and time (Fig. 1d). The mitomycin C or Ara-C
used as the negative control, as was expected, inhibited the cell pro-
liferation at 24 h and 48 h. Results suggest that the sodium arsenite is
capable of induces proliferation of BCa cells, independently of ERa
presence, but did not of nontumorigenic breast epithelial cells.
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3.3. Effect of arsenic on migration and cell invasion

Because sodium arsenite increased cell proliferation, we asked the
question if sodium arsenite also participates in tumor BCa progression.
Thereby, we evaluated the effect of sodium arsenite on the induction of
cell migration and invasion. Results showed that in MDA-MB-231 cells,
0.1 uM sodium arsenite-induced migration at 24 and 48 h (61 and 49 %,
respectively), and 0.01 puM induced cell migration only after 48 h of
exposure (Fig. 2a and c). In MDA-MB-453 cells, 0.01 and 0.1 yM sodium
arsenite-induced migration (34 and 44 %, respectively) at 48 h (Fig. 2b
and d), but 0.1 pM sodium arsenite-induced migration was similar than
migration induced by 0.1 uM sodium arsenite in MDA-MB-231. In MCF-
7 cells exposed to 0.1 pM, cell migration was induced at 48 h (Fig. 2e).
In MCF-12A cells, sodium arsenite did not induce cell migration at any
time and concentrations (Fig. 2f). These data suggest that the sodium
arsenite is capable of induces the migration of BCa cells, independently
of ERa presence, but did not of nontumorigenic breast epithelial cells.

The effect of sodium arsenite (0.01, 0.1, and 1.0 pM) on cell inva-
sion was evaluated in MDA-MB-231 cell line by the Boyden chamber
method, at 72 h of exposure. Results showed that sodium arsenite at 0.1
UM promoted cell invasion (Fig. 3).

3.4. Protein expression of aromatase, GPER1, and ERa in MDA-MB-231,
MDA-MB-453, MCF-7, and MCF-12A cell lines

Because the cell lines used in this study belong to different groups
according to the molecular classification of BCa, we corroborated the
aromatase, GPER1, and ERa expression in the cell lines used. As shown
in Fig. 4, aromatase is expressed in all cell lines tested, but the ex-
pression was lower in the MCF-7 cell line compared to the other cell
lines. The MCEF-7 cells express both GPER1 and ERa, whereas MCF-12A,
MDA-MB-231, and MDA-MB-453 cells expressed GPER1 but do not
express ERa. Notably, MDA-MB-453 line expresses higher GPER1 pro-
tein than MDA-MB-231, MCF-7, and MCF-12A.

3.5. Effect of arsenic on aromatase protein level and activity in MDA-MB-
231 cell line

It has been reported that the in situ aromatase expression and the
subsequent estrogen production play an essential role in the stimulation
on growth and progression of BCa (Mukhopadhyay et al., 2015; Platet
et al., 2004; Gérard and Brown, 2018). For that reason, we evaluated
the effect of 0.01, 0.1, and 1.0 uM sodium arsenite on aromatase protein
levels and activity, assayed as E2 production in MDA-MB-231 cell line.
Results showed that 0.1 uM sodium arsenite significantly increased
aromatase protein levels (Fig. 5a) and its enzyme activity (Fig. 5b),
Thus, the subsequent assays were performed at 0.1 pM sodium arsenite.

3.6. Aromatase’s role in arsenic-induced MDA-MB-231 and MDA-MB-453
cells proliferation and migration

Because of the sodium arsenite-induced proliferation and migration
in MDA-MB-231 and MDA-MB-453, both expressing GPER1 and ar-
omatase, but does not ERa, the aromatase role on sodium arsenite-in-
duced cell proliferation and migration was evaluated in cells pretreated
with letrozole, a specific aromatase inhibitor. Letrozole prevented the
sodium arsenite-induced cell-proliferation in MDA-MB-231 and MDA-
MB-453 at times evaluated (Fig. 6a and b, respectively), as well as the
sodium arsenite-induced cell-migration of MDA-MB-231 (Fig. 6¢), and
MDA-MB-453 cells (6d). In MDA-MB-231 cells, the aromatase activity
was evaluated through E2 production in the presence of letrozole. Re-
sults showed that the aromatase inhibitor reduced the E2 production
significantly in these cells (Fig. 6e). These results suggest that sodium
arsenite-stimulated cell proliferation and migration in both BCa cell
lines require the production of E2



L. Reyes-Vdzquez, et al.

b,
a) MDA-MB-231 )
I 24
2.5
25 48
c
c rk S 20
S 20 S =
53 - 2e
i SE 15
g.'é 1.5 && 69
) o o
g o £3 10
£3 10 2¢&
58 888& B os
-~ o
& 0.5
0.0
0.0 NaAsO, (0.1 pM)
NaAsO, (0.1 uM) - -+ o+ - - 4+ Letrozole (1 pM)
Letrozole (1 uM) - + - * - + - %
3
) MDA-MB-231 d)
60 . 24 60
48 —_
s x g
> o
240 - £ 407
© ©
2 2
T 20 &&g888 E 204
3 3
2 S
0 T T T 0-
NaAsO, (0.1 uM) = - - - + o+ + o+ NaAsO2 (0.1 uM)
Letrozole (1 pM) - - + o+ - + o+ Letrozole (1 uM)
e) MDA-MB-231
60
o
c
L
=
S
EPR &
°E
2%
S 2
T 20
©
s
3
w
0
NaAsO, (0.1 uM) - . + +
Letrozole (1 uM) - + - +

3.7. Association of GPER1 pathway with arsenic-induced proliferation,
migration, and aromatase activity

In MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells, were determined whether
GPER1 had a relationship with the sodium arsenite-induced prolifera-
tion and migration. In MDA-MB-231 cells, the G-15, a GPER1-selective
antagonist, significantly inhibits the sodium arsenite-induced pro-
liferation (Fig. 7a), and migration (Fig. 7c) at both times tested. In
MDA-MB-453 cells, the GPER1 inhibitor prevents the sodium arsenite-
induced proliferation (Fig. 7b), and migration (Fig. 7d).

Additionally, we evaluated whether GPER1 had a relationship with
the sodium arsenite-induced aromatase activity in MDA-MB-231 cells.
Results showed that the GPER1 inhibitor did not affect sodium arsenite-
induced aromatase activity (Fig. 7e). All these results suggest that
GPERI1 participates in sodium arsenic-induced cell proliferation and
migration, but not in sodium arsenite-induced aromatase activity.

3.8. Association of Src activation with arsenic-induced cell proliferation and
aromatase activation

Studies have demonstrated a direct involvement of Src-family pro-
tein kinases in cell proliferation, migration, angiogenesis, and metas-
tasis, and it is an essential mediator of GPER1 pathway. Thus, the effect
of sodium arsenite on Src activation was analyzed through phosphor-
ylation at Y419 in MDA-MB-231 cell line. Results showed that 0.1 uM of
sodium arsenite increased the Src-phosphorylation levels at 5 and 15
min of treatment, and at 30 min, it returned to baseline levels (Fig. 8a,
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Fig. 6. Aromatase participates in sodium ar-
senite-induced cell proliferation and migration.
MDA- MB-231 and MDA-MB-453 cells were
treated with letrozole (an aromatase inhibitor)
for 2 h before treatment with 0.1 uM sodium
arsenite. Cell proliferation by BrdU incorpora-
tion is present in a) MDA-MB-231 cells at 24
and 48 h, b) MDA-MB-453 cells at 24 h. Cell
migration assays evaluated by wound healing
assay are in ¢) MDA-MB-231 cells at 24 and 48
h, d) MDA-MB-453 cells at 48 h. e) the ar-
omatase activity by estradiol production in
MDA-MB-231 cells at 48 h; bars represent the
aromatase activity respect of the control (un-
treated cells). Bars correspond to the
mean = SEM of three independent experi-
ments by duplicate. of Data were analyzed
using two-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test to MDA-MB-231 experiments;
One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test to MDA-MB-453 experiments and ar-
omatase activity assay. Symbols mean statisti-
cally significant difference vs. control
(**P < 0.01, ***P < 0.001, **** P < 0.0001)
or vs. arsenite group (& P < 0.05, && P < 0.01,
&&& P < 0.001, &&&& P < 0.0001).

MDA-MB-453

MDA-MB-453

Hekkk

&&&

+
'
+

and b). To determine the specificity of Src phosphorylation signal was
used CGP77675 as a SrcY419 phosphorylation inhibitor (Fig. 8a and b).
The presence of a GPER1 inhibitor (G-15) showed that at 0.1 uM, so-
dium arsenite-induced Src-phosphorylation at 15 min was dependent
on GPERI activation (Fig. 8a and 8b). Next, it was determined if Src
activation participates in sodium arsenite-induced cell proliferation at
24 and 48 h, observing that the sodium arsenite-stimulated cell pro-
liferation is dependent on Src-activation (Fig. 8c). Because Src was
described as a regulator of aromatase activity, we determined the
participation of Src on the sodium arsenite-induced aromatase activity.
Our result showed that the pretreatment with a specific Src inhibitor
avoided the sodium arsenite-induced aromatase activity (Fig. 8d),
suggesting that Src is an essential mediator of the effects generated by
sodium arsenite in the BCa MDA-MB-231 cell line.

4. Discussion

Breast cancer is the second most common cancer worldwide, and
the most frequent cancer among women (Ferlay et al., 2015). Several
risk factors have been documented, including genetic and endocrine
factors in breast cancer etiology; it has been suggested that environ-
mental pollutants and industrialization participate in the disease de-
velopment and progression (Vifias et al., 2012; White et al., 2019; Byrne
et al., 2013). Arsenic exposure is a worldwide environmental health
concern and is a carcinogen to different cancer types and hormone-
dependent cancers, such as liver, lung, and breast cancer (WHO, 2018;
Khanjani et al., 2017). Arsenic is an element widely distributed in the
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environment; most people are exposed chronically to a low level of
arsenic. The EPA (2001) describes 10 pg/1 (10 ppb =0.13 uM) as the
safety limits of arsenic in drinking water. In this study, we used en-
vironmentally relevant and not cytotoxic concentrations (0.01, 0.1, and
1 uM) of sodium arsenite, which are into the range of arsenic con-
centrations found in contaminated drinking water supplies in a large
number of countries (International Agency for Research on Cancer,
2012).

The arsenic carcinogenic molecular mechanisms are not entirely
defined. It is suggested that at low levels, arsenic acts as a tumor pro-
moter, inducing intracellular signal transduction, activating transcrip-
tion factors, and changing the expression of genes involved in cell
growth, proliferation, and malignant transformation (Yang and Frenkel,
2002). Our study supports that sodium arsenite exposure, at low con-
centration (0.1 uM), is a tumor promoter and participates in cancer
progression of BCa cells but did not of nontumorigenic breast epithelial
cells.

Other studies have reported that sodium arsenite (0.1 -1 pM) in-
creased proliferation of BCa cells by its endocrine disruptor ability,
altering E2-dependent gene transcription (Stoica et al., 2000; Davey
et al., 2007; Nakareangrit et al. 2016). Previously, it was shown that the
chronic exposure (24 weeks) to 500 nM of sodium arsenite induces the
cancer cell phenotype of the human breast epithelial cell line MCF-10A,
concomitantly with overexpression and increasing of aromatase ac-
tivity, an effect ERa-independent (Xu et al., 2014). On the other hand,

. &8&&
0+
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Fig. 7. GPER1 participates in sodium arsenite-
stimulated cell proliferation and migration.
MDA- MB-231 and MDA-MB-453 cells were
treated with a GPER1-selective antagonist G-
15 for 2 h before treatment with 0.1 pM so-
dium arsenite. Cell proliferation by BrdU in-
corporation is present in a) MDA-MB-231 cells
at 24 and 48 h, b) MDA-MB-453 cells at 24 h.
Cell migration assays evaluated by wound
healing assay are in ¢) MDA-MB-231 cells at 24
and 48 h, d) MDA-MB-453 cells at 48 h. e) the
aromatase activity by estradiol production in
MDA-MB-231 cells at 48 h; bars represent the
aromatase activity respect of the control (un-
treated cells). Bars correspond to the
mean = SEM of three independent experi-
ments by duplicate. Data were analyzed using
two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test to MDA-MB-231 experiments. One-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test to
MDA-MB-453 experiments and aromatase ac-
tivity assay. Data were analyzed using two-way
. ANOVA followed by Tukey’s post hoc test to
MDA-MB-231 experiments; one-way ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test to MDA-MB-
453 experiments and aromatase activity assay.
Symbols mean statistically significant differ-
ence vs. control (¥ P < 0.05, **P < 0.01,
***pP < (0.001) or vs. arsenite group (&
P < 0.05, && P < 0.01, &&& P < 0.001, &&&&
P < 0.0001).

MDA-MB-453

*%

MDA-MB-453

- - +
+ - +

it was reported in the H1793 cell, a cell line from lung adenocarcinoma
cells, that sodium arsenite induces cell proliferation through ERa and
GPER1 (Huff et al., 2016).

In the present study, were used four cell lines which express aromatase
and GPER1. Three of these are BCa cell lines: MDA-MB-231
(ERa~PR “HER2~ GPER1%), MDA-MB-453 (ERa~PR™HER2*GPER1 "),
and MCF-7 (ERa*PR*HER2-GPER1™"); additionally was used a non-
tumorigenic breast epithelial cell line, MCF-12A
(ERa"PR™HER2™GPER1 ™). Data obtained suggest that sodium arsenite
is capable of inducing the promotion and progression of BCa cells despite
having a different expression of receptors but is not able to induce cell
proliferation and migration of nontumorigenic breast epithelial cells de-
spite that this cell line expresses GPER1 and aromatase. However, in MDA-
MB-231 line was observed a more persistent effect, unlike the rest of the
BCa cell lines. These data could suggest that the expression of other
membrane receptors could negatively modulate the sodium arsenite ef-
fects. For example, it was suggested that GPER1 accts as a negative reg-
ulator of ERa ™ breast cancer cells but promoting the growth of ERa~ BCa
cells (Ariazi et al., 2010).

With these results, we asked the question whether a short time the
exposure to environmentally relevant concentrations of sodium arsenite
induces promotion and progression of malignant cells by increasing the
aromatase activity (and consequently, the E2 production), and what is
the role of GPER1 in these effects. For this reason, we used as primary
cell model the MDA-MB-231 line, and we compared the results with
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another BCa cell line, MDA-MD-453, which also express aromatase and
GPER1 but not ERa, in order to establish that the effects are not ex-
clusive of a particular BCa cell line.

In the MDA-MB-231 cell line, 0.1 uM sodium arsenite induces ar-
omatase protein levels and enzymatic activity. This effect is biologically
significant because, during development of BCa and other estrogen-
dependent tumors, local estrogen production by aromatase is a me-
chanism of autocrine stimulation augmenting proliferation, migration,
and invasion of tumor cells by binding and activating its receptors
(Mukhopadhyay et al., 2015; Sabnis et al., 2011; Kruk and Aboul-Enein,
2006; Key et al., 2002; Kirma et al., 2001). The cell lines MDA-MB-231
and MDA-MD-453 do not express ERa and, for this reason, could be
considered as E2-independent BCa type. However, ERa-negative phe-
notype is acquired through epigenetic modifications that lead to the
loss of the expression of ERa (Gajulapalli et al., 2016), but the ar-
omatase expression remains active and the cells can respond to estrogen
trough another estrogen receptor, the GPER1 (Filardo et al., 2000;
Maggiolini et al., 2004; Pandey et al., 2009). The aromatase relevance
in BCa has been demonstrated in mice with ERa-negative tumors, in
which the administration of Al results in inhibition of tumor growth
and lung metastases (Sabnis et al., 2011; Wang et al., 2016).

Using Letrozole, a highly selective Al, (Bhatnagar, 2007; Bhatnagar
et al., 2001, 1990; Lang et al., 1993; Miller, 1999) our study showed
that 0.1 uM sodium arsenite-induced proliferation and migration of BCa
cell lines MDA-MB-231 and MDA-MD-453, requires E2 production.
Previous studies demonstrated that environmental chemicals, including

endocrine disruptors, can modulate the expression and activity of ar-
omatase at short times (24 h) through non-genomic mechanism in BCa
cells (Kinoshita and Chen, 2003; Kuiper et al., 1998; Han et al., 2010),
and it has been reported that aromatase is expressed in BCa tissues
independent of ER, PR, and HER2 status (Kanomata et al., 2017). A
perspective of this study is determining the molecular mechanisms of
aromatase on sodium arsenite-stimulated proliferation, migration, and
invasion, and the silencing of the expression of this protein should be
useful.

GPER1 mediates rapid estrogen signaling, modulating second mes-
sengers and kinase pathways in ERa-positive and -negative BCa cells
(Filardo et al., 2000; Maggiolini et al., 2004; Pandey et al., 2009). In
our study, we used G-15, a GPER1 selective antagonist that interrupts
the GPER1 pathway through the structure similar to its G1 agonist
(Dennis et al., 2009; Arterburn et al., 2009; Mendez-Luna et al., 2015;
Changyu et al., 2019). Using G-15, our study showed that GPER1 par-
ticipates in 0.1 uM sodium arsenite-induced cell proliferation and mi-
gration in BCa cell lines MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells but not
participates in sodium arsenite-induced aromatase activity. The fact
that G-15 decreases the sodium arsenite-induced cell proliferation and
migration in both cell lines, suggest that the GPER1 activation occurs by
E2 binding, which triggers the signaling pathway that stimulates cell
proliferation and migration (Fig. 9).

Nevertheless, we observed that the MDA-MB-453 line expresses
more GPER1 than MDA-MB-231 cells, and results showed that the so-
dium arsenite effect was more persistent in MDA-MB-231 cells. These
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Fig. 9. Proposed mechanism by which sodium arsenite favors the tumor pro-
motion and progression of breast cancer cells. 1) Sodium arsenite increases
aromatase activity that can be through PTP inhibition; 2) E2 could be bound
and activate GPER1 that triggers crosstalk between RTK and integrins, trig-
gering proliferation, and cell migration-signaling pathways. 3) Sodium arsenite
increases Src activation that contributes individually to aromatase activation
and consequently, in the E2 production. The E2 is release, promoting effects
thought GPER1, inducing positive feedback of breast tumor progression.

data suggest that the GPERI1 role is not dependent on its quantity ex-
press but is more dependent on the E2 produced. Huff et al. (2016)
showed that sodium arsenite activates the GPER1 pathway; however, it
is not possible to discard the idea that the activation can also occur by
direct interaction of sodium arsenite with GPER1 since it was reported
that sodium arsenite activates ERa through an interaction with the
hormone-binding domain of the receptor (Stoica et al., 2000).

In SKBR3 cells, an ERa~ GPER1* BCa line, it has been reported that
aromatase expression occurs via GPER1, which enhances the recruit-
ment of the c-fos/c-jun complex to the AP-1 motifs within the promoter
gene of aromatase (Catalano et al., 2014). We observed that the GPER1
inhibition with G-15 did not affect the sodium arsenite-stimulated ar-
omatase activity, suggesting that sodium arsenic-induced aromatase
activity is independent of the GPER1 activation. Nevertheless, activa-
tion of the GPER1 pathway could participate in the up-regulation of
aromatase protein levels induced by sodium arsenite. GPER1 pathway
activation also results in the Ga release from the heterotrimeric G-
protein complex that activates adenylyl cyclase. Then, adenylyl cyclase
activates PKA, which in turn activates CREB (the cyclic AMP-regulatory
binding-protein) that can bond to CRE DNA sequences in aromatase
promoter gene, inducing the aromatase expression (Girgert et al.,
2017).

Catalano et al. (2009) and Barone et al. (2012) reported that ar-
omatase activity depends on posttranslational modifications, such as
phosphorylation/dephosphorylation processes. Src phosphorylates the
Y3%! residue of the aromatase, upregulating its enzymatic activity
(Catalano et al., 2009), while PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B)
dephosphorylates the same residue on aromatase, reducing the enzy-
matic activity. Our results showed that sodium arsenite transiently in-
creases Src-Y*'® phosphorylation (5 and 15 min, and at 30 min return to
baseline), reflecting its activation status. When using a specific phos-
phorylation inhibitor of Y*!° residue, we corroborated that Src is a
target of sodium arsenite and that the sodium arsenite-induced ar-
omatase activity is dependent on this Src activation. Next, we evaluated
the GPER1 participation on Src activation, and we observed that GPER1
participates in sodium arsenite-induced Src activation only at 15 min of
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exposure. Our results demonstrated that Src participates in sodium ar-
senite-induced cell proliferation. Zhou et al. (2018) reported that, in a
GPCRs independent event, Src promotes the phosphorylation and ac-
tivation of RTKs (like HER2), which in turn induces sustained phos-
phorylation of Src, generating a positive-feedback loop that triggers cell
proliferation, migration, and transformation in sodium arsenite-treated
human uroepithelial cells. These results are in agreement with our data
showing that sodium arsenite-induced MDA-MB-231 cell proliferation
is involved in Src-activation. The authors suggested that sodium ar-
senite-induced Src activation may occur by 1) direct arsenic reactivity
on Src sulfhydryl; 2) by cellular integrins rearrangements induced by
arsenic accumulation in the extracellular matrix and Src activation, or
3) by ROS production (Simeonova and Luster, 2002). Independently, it
has been observed in MDA-MB-231 cells that Src induces Cyclin D1
expression, a critical cell-cycle regulator that controls the GO/G1 pro-
gression and contributes to cell proliferation through the STAT5
pathway, in and EGFR-independent manner (Zhang et al., 2012). This
event may explain the proliferation and progression effect promoted by
aromatase in a GPER1-independent manner, in addition to the activa-
tion of Src through the GPER1-signaling pathway.

In conclusion, our results strongly suggest that sodium arsenite, at
environmentally relevant concentrations (0.1 uM), can stimulate cancer
promotion and progression of BCa cells through the increment of ar-
omatase activity, and consequently of E2 levels. Using highly specific
inhibitors for GPER1 and Src, it was established that sodium arsenite
induces E2 levels via aromatase activation, which is at least partly de-
pendent on Src stimulation but GPER1 independent. Sodium arsenite-
induced Src activation contributes to both augmentations of E2 pro-
duction and estrogen-promoted cell proliferation. Altogether, the data
suggest that sodium arsenite induces a positive-feedback loop, resulting
in the promotion and progression of breast tumors through induction of
aromatase activity, E2 production, GPER1 stimulation, and Src activa-
tion (Fig. 9). However, the primary mechanism to sodium arsenite in-
duces aromatase activity, and Src phosphorylation remains to define in
further studies.
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