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Resumen

La exposicion a arsénico esta asociada con el desarrollo de cancer de mama. Sin embargo, los
mecanismos moleculares de por los que el arsénico contribuye al desarrollo de cancer de
mama no estan completamente definidos. La interaccién con motivos de dedos de zinc (ZnF)
en proteinas es uno de los mecanismos de toxicidad del arsénico. Por otro lado, GATA3 es un
factor de transcripcién que regula la transcripcion de genes asociados con la proliferacién
celular, la diferenciaciéon celular y la transicion epitelio-mesénquima (EMT) en células
luminales del epitelio mamario. Debido a que GATAZ3 posee motivos ZnF esenciales para la
funcidn de esta proteina y a que el arsénico podria alterar la funciéon de GATA3 a través de la
interaccién con estos motivos estructurales, evaluamos el efecto del arsenito de sodio
(NaAsO,) en la funciéon de GATAS3 y su relevancia en el desarrollo de cancer de mama
inducido por arsénico. Se utilizaron lineas celulares de mama derivadas de epitelio mamario
normal (MCF-10A) y en células derivadas de cancer de mama luminal (T-47D y MDA-MB-
453). Observamos una reduccién en los niveles de proteina GATA3 a concentraciones no
citotoxicas de NaAsO, en MCF-10A y T-47D, pero no en células MDA-MB-453. Esta
reduccion se asoci6 con un aumento en la proliferacion y la migracion celular en MCF-10A,
pero no en T-47D o MDA-MB-453. La evaluaciéon de marcadores moleculares de
proliferacion celular y de EMT (FOXA1, E-cadherina, N-cadherina, receptor de estr6genos
alfa, receptor de progesterona, Zeb2) indica que la reduccién de los niveles de proteina
GATA3 por el arsénico altera la funcion de este factor de transcripcién. Nuestros datos
sugieren que GATA3 es un supresor de tumores en el epitelio mamario normal y que el

arsénico podria actuar como iniciador del cancer de mama al alterar la funcion de GATA3.



Abstract

Arsenic exposure is associated with the development of breast cancer. However, the
molecular mechanisms by which arsenic contributes to the development of breast cancer are
not fully defined. Interaction with zinc finger (ZnF) motifs in proteins is one of the
mechanisms of arsenic toxicity. On the other hand, GATA3 is a transcription factor that
regulates the transcription of genes associated with cell proliferation, cell differentiation, and
the epithelial-mesenchymal transition (EMT) in luminal cells of the mammary epithelium.
Because GATA3 possesses ZnF motifs essential for the function of this protein and because
arsenic could alter GATA3 function through interaction with these structural motifs, we
evaluated the effect of sodium arsenite (NaAsO,) on GATA3 function and its relevance in the
development of arsenic-induced breast cancer. We used cell lines derived from normal
mammary epithelium (MCF-10A) and from luminal breast cancer (T-47D and MDA-MB-
453). We observed a reduction in GATA3 protein levels at non-cytotoxic concentrations of
NaAsO; in MCF-10A and T-47D, but not in MDA-MB-453 cells. This reduction was
associated with an increase in cell proliferation and cell migration in MCF-10A cells, but not
in T-47D or MDA-MB-453 cells. The evaluation of molecular markers of cell proliferation
and EMT (FOXA1, E-cadherin, estrogen receptor alpha, progesterone receptor, Zeb2)
indicates that the reduction of GATAS3 protein levels by arsenic alters the function of this
transcription factor. Our data show that GATA3 is a tumor suppressor in normal breast

epithelium and that arsenic might act as a breast cancer initiator by altering GATA3 function.



Introduccién

Complejidad estructural de la glandula mamaria

El epitelio mamario es un tejido epitelial estratificado que posee dos capas celulares y que
forma un sistema de l6bulos y ductos ramificados que se extiende a través de las mamas
humanas. La capa interna del epitelio mamario posee células troncales mamarias y células
mioepiteliales con capacidad contractil, mientras que la capa externa posee células luminales
progenitoras y células luminales maduras que secretan leche en los l6bulos de la glandula
mamaria (Inman et al., 2015; Macias & Hinck, 2012) (Figura 1). El epitelio mamario se
encuentra rodeado de un estroma formado por matriz extracelular y que posee adipocitos,
fibroblastos, leucocitos y células endoteliales (Dontu & Ince, 2015; Eiro et al., 2019) (Figura
1). Por lo tanto, el epitelio mamario es un tejido epitelial complejo.
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Figura 1. Esquema de la estructura de los l6bulos y ductos mamarios. Ambas estructuras
estan formadas por una capa de células luminales que secretan los componentes de la leche
materna y por una capa de células mioepiteliales y células troncales mamarias. Este epitelio
mamario esta rodeado por un estroma que posee adipocitos, fibroblastos, diversos tipos de
leucocitos y por células endoteliales.

El carcinoma mamario es una enfermedad heterogénea

El carcinoma mamario comprende a un conjunto heterogéneo de enfermedades tumorales que

se caracterizan por la proliferacion descontrolada de un conjunto de células anormales en el
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epitelio mamario (Hanahan & Weinberg, 2011; Harbeck et al., 2019). Existen diversas
clasificaciones del carcinoma mamario basadas en analisis a nivel histol6gico, molecular y
clinico (Harbeck et al., 2019). Los subtipos histolégicos del carcinoma mamario son el
carcinoma in situ y el carcinoma invasivo. Existen multiples clasificaciones basadas en el
analisis de marcadores moleculares a nivel genémico (TCGA, 2012), transcriptomico
(TCGA, 2012) y proteémico (Bouchal et al., 2019; TCGA, 2012). La clasificacién clinica
divide el carcinoma mamario en los subtipos luminal A, luminal B, HER2 enriquecido y
triple negativo (Harbeck & Gnant, 2017).
El cancer de mama luminal A se caracteriza presenta células que expresan el ER-q, el

PR, y que tienen una baja tasa de proliferacion celular y una baja expresion del marcador de
proliferacion celular Ki67. El subtipo luminal B también comprende a tumores que expresan
el ER-a y el PR, pero que tienen una mayor expresion de Ki67 y una mayor proliferacion
celular. El carcinoma mamario HER2 enriquecido se caracteriza por la sobreexpresion del
receptor HER2, que promueve la proliferacién celular. Finalmente, el subtipo triple negativo
es el conjunto mas heterogéneo y comprende una serie de tumores que comparten la
caracteristica de no expresar el ER-a, el PR ni a HER2 (Cuadro 1) (Feeley et al., 2013;
Harbeck & Gnant, 2017; Harbeck et al., 2019; Héller et al., 2023). Los subtipos de carcinoma
mamario luminal A y luminal B tienen una expresion génica similar a las células luminales
ER-o+/PR+ maduras y el subtipo triple negativo tienen una expresion génica similar a las
células troncales mamarias, por lo que estas podrian ser las células de origen de estos tumores
(Cuadro 1) (Tharmapalan et al., 2020). Este panorama sugiere que los diferentes subtipos de
carcinoma mamario tienen diferentes origenes celulares, y que esto constituye uno de los
factores de la heterogeneidad de esta enfermedad (Tharmapalan et al., 2019).

Cuadro 1. Caracteristicas principales de los subtipos clinicos de cancer de mama.
[Subtipo |Caracteristicas principales [Posibles células de origen |
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ER-a+/PR+(>1% de positividad

celular)

Expresion baja de Ki67 (<14% de
ositividad celular)

ER-a+/PR+ (>1% de positividad

celular)

Expresion elevada de Ki67 (>14%

de positividad celular)

Her2 enriquecido Sobreexpresion del receptor HER2  |Desconocido

ER-a-

Triple negativo PR- Células troncales mamarias

HER2-

Luminal A [.uminales maduras

Luminal B L.uminales maduras

Las lineas celulares son un modelo del cancer de mama

La caracterizacién molecular de distintas lineas celulares de cancer de mama indica que estas
se pueden categorizar en grupos similares a los subtipos luminal A, luminal B, HER2
enriquecido y triple negativo del cancer de mama. Esto se debe a que la expresion génica y las
alteraciones genéticas y epigenéticas de las lineas celulares de cancer de mama son similares
a las que se encuentran en los diferentes subtipos de tumores mamarios. Por este motivo, las
lineas celulares son un modelo de los tumores mamarios (Dai et al., 2017; Neve et al., 2006)
. La linea celular de cancer de mama T-47D es similar al cancer de mama luminal porque
expresa los receptores hormonales ER-a y PR, tiene un bajo potencial metastasico y por las
alteraciones genéticas que presenta (Holliday & Speirs, 2011; Qu et al., 2015). La linea
celular MDA-MB-453 es una linea celular de cancer de mama luminal que no expresa los
receptores hormonales ER-a y PR (Lukey et al., 2019). Sin embargo, también existen lineas
celulares que son modelos experimentales del epitelio mamario normal. La linea celular
MCF-10A esta derivada de células de mama fibroquistica inmortalizadas artificialmente que,
por no ser tumorigénica, por carecer de la capacidad de crecer independientemente de un
sustrato, y por ser dependiente de factores de crecimiento, de forma similar a las células del

epitelio mamario en cultivos primarios, es frecuentemente utilizada como un modelo del
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epitelio mamario no transformado (Qu et al., 2015). En su conjunto, MCF-10A, T-47D y
MDA-MB-453 son lineas celulares que permiten estudiar la funcién del epitelio mamario y
del cancer de mama.

Factores que contribuyen al desarrollo del cancer de mama

Los factores que contribuyen al desarrollo del cancer de mama son diversos, pero pueden
clasificarse en dos grupos principales: factores genéticos y factores ambientales. Entre los
factores genéticos se encuentra la predisposicién genética conferida por mutaciones
germinales, como diversas mutaciones registradas en los genes supresores de tumores
BRCA1 y BRCAZ2 (Harbeck et al., 2019). Las mutaciones somaticas causadas por los errores
de la maquinaria de duplicacion del DNA durante la division celular también constituyen un
factor genético del desarrollo del cancer de mama. Estas mutaciones, que pueden ser de baja
penetrancia para el desarrollo del cancer de mama, se acumulan y comprometen la
homeostasis de la glandula mamaria (Tharmapalan et al., 2019). Los genes con mutaciones
somaticas mas frecuentemente detectados en secuenciaciones del exoma en tumores
mamarios son los genes PIK3CA, TP53, y GATA3. Los factores ambientales relacionados con
el desarrollo del cancer de mama son la exposicién a las hormonas estradiol (E2),
progesterona (P4) y a sus analogos sintéticos, la obesidad, el tabaquismo, el alcoholismo, y la
exposicion cronica al metaloide arsénico (Harbeck et al., 2019; Pullella & Kotsopoulos,
2020; Tharmapalan et al., 2019).

El arsénico es un metaloide relacionado con el desarrollo del cdncer de mama

El arsénico es un metaloide presente en el ambiente como un componente natural de la
corteza terrestre y como un contaminante producto de diversas actividades industriales como
la mineria y la agricultura (IARC, 2012; Smedley & Kinniburgh, 2002). El agua de bebida

contaminada por minerales del arsénico es la principal via de exposicién a este metaloide en
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multiples localidades alrededor del mundo, principalmente en paises como Argentina,
Bangladesh, Chile, China e India, y en algunas regiones como en el norte de México, donde
los niveles de arsénico en agua pueden superar los 300pg As/L (IARC, 2012; Lopez-Carrillo
et al., 2014). Se estima que entre 200 y 300 millones de personas alrededor del mundo estan
crénicamente expuestas a concentraciones superiores a los 10ug As/L a través del agua de
bebida, el limite permisible establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(IARC, 2012). Sin embargo, también existe la exposicién a arsénico a través del aire que, en
areas contaminadas, puede llegar a 1pg As/dia, la exposicién ocupacional y la exposicion a
través de alimentos cultivados en suelos contaminados con arsénico (IARC, 2012). La
Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)
clasifica al arsénico como un carcinégeno para humanos, pues existe evidencia
epidemioldgica sélida sobre la relacion entre la exposicion a arsénico y el desarrollo de
cancer de piel, de pulmon, de rifion y de vejiga (IARC, 2012). Sin embargo, estudios
epidemioldgicos recientes relacionan la exposicion a arsénico con el desarrollo de cancer de
mama (Pullella & Kotsopoullos, 2020). Especificamente, se encontré en un estudio ambiental
que la exposicién a arsénico en aire se relaciona con el desarrollo de cancer de mama
(=5.21[1.72-8.7]) (Vu et al., 2019). Lopez-Carrillo y colaboradores encontraron en un
estudio de casos y controles que mujeres que tienen una menor capacidad de metilacion del
monometil arsenito MMA(AS[III]) tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
(OR=4.05[1.63-10.04]) (L6pez-Carrillo et al., 2020). En un estudio de cohorte prospectivo,
se encontré que una mayor concentracion atmosférica de arsénico se relaciona directamente
con el riesgo de desarrollar cancer de mama de tipo receptor hormonal negativo (HR-)
(HR=1.7[1.1-2.5]) (Liu et al., 2015). También, se encontr6 que una mayor concentracion

total de arsénico en sangre incrementa significativamente el riesgo de desarrollar cancer de
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mama (HR=13.2[4.02-43]) (Marciniak et al., 2019). Sin embargo, los mecanismos
carcinogénicos del arsénico que contribuyen al desarrollo de cancer de mama atin no estan
completamente definidos.
Mecanismos de la carcinogénesis por el arsénico
El arsénico tiene muiltiples mecanismos de toxicidad que se pueden relacionar con el
desarrollo del cancer de mama. El arsénico causa estrés oxidativo porque su metabolismo
consume glutation (GSH), alterando el balance redox en la célula. Tras su ingreso a la célula,
el arsénico se metaboliza antes de su eliminacion. La metilacion oxidativa es el principal
mecanismo de metabolizacion del arsénico (Kumagai & Sumi, 2007), y consiste en una serie
de metilaciones oxidativas y 6xido-reducciones del arsénico a cargo de las enzimas arsenito
metiltransferasa (AS3MT) y glutation sulthidrilo transferasa omega (GSTO). La actividad de
estas enzimas genera dimetil arsenito [DMA(As[III])], que es el metabolito del arsénico mas
abundante en la orina (Kumagai & Sumi, 2007; Lépez-Carrillo et al., 2014). En esta serie de
reacciones, se consumen dos moléculas de GSH por cada molécula de arsénico, lo que genera
el estrés oxidativo y puede incrementar las mutaciones y los aductos en el DNA, ademas de
inhibir la actividad de la maquinaria de respuesta al dafio a DNA (Kumagai & Sumi, 2007). A
dicionalmente, la metilacion oxidativa por la ASM3T consume S-adenosil metionina y reduce
este importante sustrato de las DNA metiltransferasas y de las metiltransferasas de histonas,
lo que puede causar alteraciones epigenéticas como la activacion de la expresién génica de
oncogenes o el silenciamiento de genes supresores de tumores, promoviendo el desarrollo
tumoral (Q. Y. Chen et al., 2019).

El arsénico también actiia como un disruptor enddcrino in vitro e in vivo en células y
tejidos enddcrinos (Davey et al., 2007; Chatterjee & Chatterji, 2010; Ronchetti et al., 2016).

En el caso del epitelio mamario, el arsénico actda como un inhibidor de la actividad del ER-a
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y del PR (Davey et al.,, 2007; Bodwell et al., 2006), receptores hormonales que son
fundamentales en el desarrollo del epitelio mamario al contribuir a regular la proliferacion de
las células del epitelio mamario (Hannan et al., 2022). El arsénico se une al sitio de union al
ligando del ER-a (Stoica et al., 2000) y a los motivos de dedos de zinc (ZnF) de receptores
hormonales como el ER-a y el PR (Gosse et al., 2014), lo que sugiere que este metaloide
altera la actividad dependiente de ligando y la unién de estos factores de transcripcién a sus
secuencias de union al DNA.

La interaccién del arsénico con los motivos de dedos de zinc (ZnF) en las proteinas es
un mecanismo de toxicidad del arsénico (Zhou et al., 2011; Shen et al, 2013; Vergara-
Gerénimo et al., 2021). El arsénico desplaza el zinc en los ZnF, altera la estructura de estos
motivos estructurales y abate la funcion de las proteinas blanco (Kitchin & Wallace, 2005;
Sun et al., 2014; Zhou et al., 2011). Ademas, el arsénico puede interaccionar con regiones de
las proteinas que poseen residuos de cisteina proximas entre si en el espacio tridimensional,
como en el caso de p53, que posee tres cisteinas que pueden interaccionar con arsénico (Chen
et al., 2021; Kitchin & Wallace, 2005; Stoica et al., 2000). Debido a que la alteracién en la
funcidn de las proteinas con motivos ZnF es un factor en el desarrollo del cancer (Cassandri et
al., 2017; Jen & Wang, 2016; Krishna et al., 2003), se ha propuesto que la interaccion del
arsénico con motivos ZnF es un factor en el desarrollo de cancer (Vergara-Gerénimo et al.,
2021).

GATAS3 es una proteina relacionada con el desarrollo del cdncer de mama

Los factores de transcripcion GATA comprenden una familia de proteinas con seis genes
paralogos, de GATA1 a GATAG. Los factores GATA poseen una region N-terminal con uno
o dos dominios de activacion, un dominio de unién a DNA con dos motivos con ZnF, y una

region C-terminal variable (Romano & Miccio, 2020). La funcién de los dominios de
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activacion es contribuir a la regulacion de la actividad transcripcional. Los motivos con ZnF
de los factores GATA son importantes para la interaccion directa con DNA con la secuencia
consenso 5’-WGATAR-3’ y para la interaccién proteina-proteina con proteinas
correguladoras de la transcripcién como el ER-a y el PR. Finalmente, la region C-terminal es
una region variable que contribuye a regular la degradacién de la proteina por el proteasoma
(Y. Chen et al., 2012; Romano & Miccio, 2020; Tanaka et al., 2020). Otras secuencias
importantes en las proteinas GATA son la secuencia de importaciéon nuclear canonica y la
secuencia de homodimerizacion (Du et al., 2015; Ho et al., 2009).

Todos los factores GATA se expresan en multiples tejidos y todos los factores GATA,
excepto GATAD, son genes esenciales cuya delecién en el modelo murino causa letalidad en
el estadio embrionario. Ademas, multiples enfermedades humanas estan relacionadas con las
mutaciones en los factores GATA, como la leucemia linfocitica aguda y el sindrome HDR
(hipoparatiroidismo, sordera neurosensorial y enfermedad renal) relacionadas con
mutaciones en GATA3, o la enfermedad cardiaca congénita, relacionada con mutaciones en
GATA4, GATAS o GATA6 (Tremblay et al., 2018). Sin embargo, solo la alteracién en la
funcidn del factor de transcripcion GATAS3 en el epitelio mamario esta relacionada con el
desarrollo del cancer de mama (Yu et al., 2019). El factor de transcripciéon GATAS3 se expresa
en las células luminales del epitelio mamario (Romano & Miccio, 2020) y es esencial para el
desarrollo embrionario de la glandula mamaria, para el proceso de diferenciacién celular de
las células luminales progenitoras y para el mantenimiento del estado diferenciado de las
células luminales maduras (Asselin-Labat et al., 2007; Kouros-Mehr et al., 2006, 2008).
GATA3 es un factor de transcripcién pionero, en el sentido de que es un factor de
transcripcion que tiene la capacidad interaccionar con la cromatina compacta y que es

necesario para la introduccion de marcas epigenéticas y el reclutamiento de otros factores de
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transcripcion y de la RNAPolII durante el proceso de transcripcion (Romano & Miccio, 2020;
Takaku et al., 2020; Theodorou et al., 2013). GATAZ3 es un factor de transcripcién que se une
principalmente a secuencias enhancer, que estan distantes de los promotores y que se ubican
en regiones intronicas e intergénicas. Por lo tanto, se considera a GATA3 como un factor
pionero que regula la arquitectura de la cromatina y la actividad transcripcional (Adomas et
al., 2014; Romano & Miccio, 2020).

GATA3 promueve la diferenciacion de las células luminales progenitoras del epitelio
mamario y mantiene el estado diferenciado de las células luminales maduras porque
promueve la transcripcion de genes relacionados con un fenotipo epitelial, aunque también se
ha demostrado que reprime la expresion de genes relacionados con un fenotipo
mesenquimatoso (Asselin-Labat et al., 2007; Kouros-Mehr et al., 2006, 2008; Si et al, 2015).
Como ejemplos, GATA3 promueve la expresion del gen CDH1, que codifica la E-cadherina,
una proteina de uniones adherentes que ademas es un importante marcador de tejido epitelial
(Wheelock et al., 2008; Yan et al., 2010); ademas, GATA3 reprime la expresion del gen
ZEB2, que codifica el factor de transcripcién que promueve la transicién epitelio-
mesénquima (EMT) Zeb2 (Si et al., 2015).

La reduccion en los niveles de expresién de GATA3 en el epitelio mamario promueve
la EMT e incrementa la migracion en invasion celular, lo que incrementa el desarrollo
tumoral (Kouros-Mehr et al., 2006; Yan et al., 2010). Esto se refleja en el hecho de que los
niveles de expresion de GATAS3 se encuentra alterada en algunos tipos de tumores mamarios
en comparacion con el epitelio mamario sano, con niveles mayores en el cancer de mama
luminal, pero con menores niveles de expresion en el cancer de mama triple negativo (Takaku
et al., 2018; Yu et al., 2019). Sin embargo, no solo los niveles de expresion alterados de

GATA3 se relacionan con el cancer de mama, ya GATAZ3 estd mutado hasta en un 11% de los
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tumores mamarios, donde puede actuar como gen supresor de tumores o como oncogen
(Harbeck et al., 2019; Pereira et al., 2016; Takaku et al., 2015). Por lo tanto, GATA3 es un
factor de transcripcion esencial en la homeostasis de las células luminales del epitelio
mamario cuya funcion esta alterada en los subtipos de cancer de mama luminal y triple

negativo.

19



Justificacion

GATAZ3 es un factor esencial en la homeostasis del epitelio mamario y un posible blanco del
arsénico debido a los motivos ZnF que posee, por lo que es plausible que la funcién de
GATA3 se altere durante la carcinogénesis en el epitelio mamario inducida por la exposicién
a arsénico.

Pregunta de investigacion

¢Se altera la funcion de GATA3 en lineas celulares del epitelio mamario expuestas a
arsénico?

Hipaétesis

El arsénico reducira la expresion y la funcion de GATA3, y ocasionara una disminucion de la
diferenciacion celular y un incremento en la proliferacion celular en lineas celulares

derivadas del epitelio mamario.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del arsénico en la funcion del factor de transcripcion GATA3 en lineas
celulares del epitelio mamario.

Objetivos especificos

Determinar la maxima concentracion de exposicion no citotéxica de arsenito de sodio

(NaAsQO,), en las lineas celulares derivadas del epitelio mamario humano.

- Evaluar el efecto de la exposicién a concentraciones no citotoxicas de NaAsO, en los
niveles de proteina de GATA3.

- Determinar el efecto del tratamiento con NaAsO, en la proliferacion celular, la
migracion y la invasion celular dependientes de GATAS3.

- Evaluar el efecto de la exposicion a NaAsO, en la expresion génica de blancos
transcripcionales de GATAS3.

- Evaluar el efecto de la exposicion a NaAsO, en la expresion génica de blancos

transcripcionales de GATA3 en un modelo de sobreexpresion.
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Materiales y métodos.

Cultivo de lineas celulares.

Se utilizaron las lineas celulares MCF-10A, T-47D, y MDA-MB-453, que se obtuvieron de la
ATCC®. Las células MCF-10A se cultivaron en medio DMEM/F-12 (GIBCO®)
suplementado con 5% de suero de caballo (GIBCO®) inactivado por calor, 20 ng/mL factor
de crecimiento epidérmico (EGF, SIGMA®), 500 ng/mL hidrocortisona (SIGMA®), 100
ng/mL toxina colérica (SIGMA®) y 10 pg/mL insulina bovina (SIGMA®). La linea celular
T-47D se cultivé en medio RPMI-1640 (GIBCO®) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB, GIBCO®) inactivado por calor, 2 mM L-glutamina (BioWest®) y 1% piruvato
de sodio (GIBCO®). El cultivo de MCF-10A y T-47D se realiz6 a 37°C en una incubadora
con atmosfera humificada y con 5% de CO.. La linea celular MDA-MB-453 se cultivo en
medio Leibovitz L-15 (GIBCO®) suplementado con 10% de SFB (GIBCO®) inactivado por
calor. El cultivo de MDA-MB-453 se realiz6 a 37°C en una incubadora con atmdsfera
humificada y sin CO,. Solo se usaron células anteriores al pase 10.

Tratamientos con NaAsQO..

Se prepar6 NaAsO, 1M (SIGMA®) en agua bidestilada y el dia de los tratamientos se
prepararon diluciones frescas. Se sembraron las células en cajas de cultivo de tamafio
adecuado para cada experimento a una densidad celular de 7,500 células cm™ para MCF-10A,
30,000 células cm™ para T-47D, y de 120,000 células cm™ para MDA-MB-453. 24 horas
después, se inici6 un tratamiento de 72 horas con NaAsO,. A menos que se especifique algo
diferente en los siguientes experimentos, siempre se usaron estas densidades celulares para la
siembra.

Ensayos de viabilidad celular.
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Se sembraron las células en cajas de cultivo de 96 pozos. 24 horas después de la siembra, se
inicié un tratamiento de 72 horas con NaAsO; en concentraciones de 0.1 a 5 pM. Al finalizar
el tratamiento, las células se tifieron con FDA (diacetato de fluoresceina, SIGMA®) y se
determino el porcentaje de viabilidad celular por fluorometria a 355 nm de excitacién y 460
nm de emisién. Las células sin tratamiento fueron usadas para la normalizacion. Se usé como
control positivo de citotoxicidad el tratamiento con 1 pM de mitomicina C (SIGMA®).
Lisados celulares.

Todo el procedimiento se realiz6 a 4°C. Se elimin6 el medio de cultivo por aspiracion y se
realizé un lavado con PBS 1X (137 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 8 mM de Na,HPO,, 2 mM de
KH,PO,) estéril. Las células se despegaron de la caja de cultivo con un gendarme de plastico
usando amortiguador de lisis (PBS 1X, 1% SDS, 1% Triton X-100) adicionado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail,
Thermo Scientific™). El lisado celular se transfirié a un microtubo, se sonicé realizando tres
rondas de diez pulsos a una amplitud del 30%. Los lisados obtenidos se almacenaron a -80°C
hasta su uso. La proteina en las muestras se cuantific6 usando el kit DC™ Protein Assay (Bio-
Rad©).

SDS-PAGE y Western blot cuantitativo.

Se realiz6 Western blot cuantitativo, en el que la intensidad de las bandas es directamente
proporcional a la concentracion de la proteina diana en la muestra. Las condiciones
especificadas en el Cuadro 2 permitieron detectar alteraciones en la abundancia proteica en el
rango de 0.5-2 veces de cambio respecto al control para los anticuerpos GATA3 (Invitrogen,
14996682), FOXA1 (abcam, ab23738), ER-a (Invitrogen, MA5-13191), PR (Santa Cruz
Biotechnology, sc-166169), E-cadherina (BD Biosciences, 24E10), N-caderina (abcam,

ab18203), Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7382). Los lisados celulares se incubaron a
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85°C durante 5 minutos en buffer de muestra (concentracién final 50 mM de Tris-HCI pH 6.8,
10% glicerol, 2% SDS, 0.01% azul de bromofenol, 2% (-mercaptoetanol) para desnaturalizar
las proteinas. Las muestras se cargaron en un gel de SDS-PAGE al 12% y se realiz6 la
electroforesis usando amortiguador de corrida (25 mM de Tris, 200 mM de glicina, 1% SDS).
Al finalizar la electroforesis, el gel obtenido se lavé en amortiguador de transferencia (25 mM
de Tris, 200 mM de glicina, 20% metanol) durante 20 minutos usando agitacion ligera. Las
proteinas separadas en el gel se transfirieron a 15V, por el método semiseco, a una membrana
de nitrocelulosa (Amersham™ Protran™ Premium 0.45 pm NC) o PVDF (Immobilon®-P,
Millipore®). La membrana obtenida se bloque6 con amortiguador TBS-T (50 mM de Tris pH
7.6, 150 mM de NaCl, 0.1% de Tween-20) con leche al 4% durante una hora y se incub6 con
el anticuerpo primario y con el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de rabano (ver
en Cuadro 2). El gel de SDS-PAGE se tifié con azul de Coomassie brillante R-250 (BIO-
RAD) al 0.1% durante 15 minutos en agitacion ligera, y se destifio durante 1 hora. Se
revelaron los complejos inmunes usando el kit Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE HealthCare) y se detecto la sefial de quimioluminiscencia usando el
C-DIGIT® de LI-COR®. La sefial obtenida se cuantific6 usando el software Image Studio
Lite Ver 5.2 de LI-COR®©. Como controles de carga, cuantificamos la densidad éptica de los
carriles de los geles SDS-PAGE tefiidos con azul brillante de Coomassie (CBB), ya que este
es un método sensible para evaluar la cantidad de proteina cargada en geles de SDS-PAGE
(McDonough et al., 2014; Welinder & Ekblad, 2011).

Extractos de RNA total.

Se eliminé el medio de cultivo por aspiracion y se realiz6 un lavado a las células usando PBS

1X estéril. Para extraer el RNA total de las células se utilizo el kit RNeasy de Qiagen. La
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muestra de RNA total se almacend a -80°C hasta su uso. El contenido de RNA en las muestras
se cuantificé usando el NanoVue Plus Spectrophotometer (GE HealthCare).

PCR cuantitativa (RT-qPCR).

Se utilizé el kit SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen™) para la sintesis de
cDNA a partir de los extractos de RNA total. Se utilizo el kit TagMan™ Universal PCR
Master Mix (Thermo Scientific™) y las sondas TagMan™ Gene Expression Assay para los
genes GATA3 (Hs00231122), FOXA1 (Hs04187555), CDH1 (Hs01023895), ESRI
(Hs01046816), PGR (Hs01556702), BCL2 (Hs00608023) para realizar la PCR cuantitativa
en 40 ciclos. Se uso6 el gen GUSB (Hs00939627) como control endégeno porque sus niveles
de mRINA no se alteran por la exposicién a arsénico (Udensi et al., 2011).

Ensayos de proliferacién celular.

Se sembraron las células en cajas de cultivo de 96 pozos. 24 horas después de la siembra, se
inicié un tratamiento de 72 horas con concentraciones no citotoxicas de NaAsQO,. Al finalizar
el tratamiento, las células se tifieron con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Thermo®
Scientific) y se determind el porcentaje de proliferacion celular por fluorometria a 355 nm de
excitacion y 460 nm de emision. Las células sin tratamiento fueron usadas para la normalizaci
on.

Ensayo de migracion celular.

Las células se trataron durante 72 horas con dosis no citotoxicas de NaAsO en cajas de 12
pozos. Al finalizar el tratamiento, se inici6 un ayuno con 1% de SC (MCF-10A) o 1% de SFB
(T-47D y MDA-MB-453). Después de 4 horas, la monocapa de células se rasgé usando una
punta de micropipeta estéril y se tomaron fotografias en las mismas zonas de la caja de cultivo

cada 24 horas. El area de la herida se midi6 como pixeles cuadrados usando el sotware ImageJ
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y el porcentaje de migracién celular se determiné usando la férmula %=100*((Area,-Area,)/
Areay).

Ensayo de invasion celular.

La linea celular MCF-10A fue tratada durante 72 horas con NaAsO,. Al finalizar el
tratamiento, las células fueron tripsinizadas y sembradas en insertos cubiertos con Matrigel®
(CORNING®) a una densidad de 84,000 células por cm? en medio de cultivo sin SC. Se usé
medio de cultivo suplementado con SC en el fondo del pozo para inducir la quimiotaxis.
Ademas, se usé medio de cultivo sin SC como control negativo de la invasion de Matrigel®.
Tras 24 horas, las células que no invadieron se removieron usando cotonetes de algodon, y las
células que invadieron se fijaron con metanol, se tifieron con azul de toluidina al 1%, y se
contaron usando un microscopio 6ptico.

Generacion de E. coli termocompetentes por el método de CaCl

Se utiliz6 la cepa RC39 de Escherichia coli (E. coli) DH5a (Thermo Scientific™) donada por
el Dr. Rafael Camacho Carranza. Se realiz6 un precultivo de la cepa RC39 en 5 mL de medio
LB incubado a 37°C en agitacion constante toda la noche. A la mafiana siguiente se
inocularon 500 mL de medio LB fresco usando el precultivo de RC39 y se incubaron a 37°C
en agitacion constante hasta obtener una DO600=0.3. El cultivo se centrifug6é a 1,500 g
durante 5 minutos y a 4°C y el botén de células obtenido se resuspendié en 30 mL de solucién
de MgCl-CaCl, (80 mM MgCl,, 20 mM CaCl,). Las células se centrifugaron a 1,500 g
durante 5 minutos y a 4°C y el boton de células obtenido se resuspendié en 20 mL de CaCl,
0.1 M. Se hicieron alicuotas de 500 pL. de mezcla que se congelaron usando nitrégeno liquido

y se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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Clonacion de pldsmidos.

Se transformaron por medio de choque térmico células termocompetentes de la cepa RC39
utilizando los pasmidos GATA3-pCDNA3.1 y RSV/hGATA3. La cepa RC39 fue donada por
el Dr. Rafael Camacho Carranza, el plasmido GATA3-pCDNA3.1 fue donado por Arne S.
Schaefer (Addgene plasmid #115271; http://n2t.net/addgene:115271;
RRID:Addgene_115271) y el plasmido RSV/hGATA3, por Douglas Engel (Addgene
plasmid #83814; http://n2t.net/addgene:83814; RRID:Addgene_83814) (Ko et al., 1991). Se
extrajo el DNA plasmidico de las células obtenidas por medio de minipreps y se digirié
usando las enzimas de restriccion EcoRI (New England Biolabs®, para GATA3-pCDNA3.1)
y HindIII (New England Biolabs®, para RSV/hGATA3), siguiendo las instrucciones del
fabricante, para determinar la presencia del plasmido y su tamafio aproximado. Se obtuvieron
muestras de DNA plasmidico de las clonas utilizando el QIAGEN Plasmid Maxi Kit
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Transfeccion transitoria de pldsmidos.

La linea celular MCF-10A se sembrd en cajas de seis pozos (CORNING®) a una densidad de
60,000 células cm™. Tras 24 horas de la siembra, se transfectaron los plasmidos GATA3-
pCDNA3.1 y RSV/hGATA3 utilizando el reactivo para transfeccion Lipofectamine™ 3000
(Thermo Scientific™) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Andlisis estadistico.

Se utiliz6 el software R 4.0.2 y los paquetes ggplot2, ggpubr y DescTools para realizar las
graficas y los analisis estadisticos. Las pruebas de normalidad se realizaron con tests Shapiro-
Wilcoxon. Las pruebas de homocedasticidad se realizaron con la prueba de Bartlett. Se
utilizaron t-test, ANOVA de una via o ANOVA de dos vias para identificar diferencias

estadisticamente significativas entre el control y los tratamientos. Se usaron las pruebas post-
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hoc de Dunnett o de Tukey para determinar la significancia estadistica de la diferencia del

promedio entre el control y los tratamientos.
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Resultados
Citotoxicidad de NaAsO:; en lineas celulares del epitelio mamario

Se realizaron curvas de citotoxicidad de NaAsO, en las lineas celulares MCF-10
(Figura 1A), T-47D (Figura 1B) y MDA-MB-453 (Figura 1C) tratadas durante 72 horas con
concentraciones en el rango de 0.5-5 pM de NaAsQO,. Se encontr6 que 2.5 pM de NaAsO- fue
la concentracién mas alta que no genero citotoxidad para ninguna de las tres lineas celulares,
mostrando que no se redujo la viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (Figura 1).

A) MCF-10A B) T-47D C) MDA-MB-453
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Figura 1. Efecto citotoxico del NaAsO: en lineas celulares de epitelio mamario. Se muestran
las graficas del porcentaje de viabilidad celular en células tratadas con NaAsO, en
comparacion con el control sin tratamiento en A) MCF-10A, B) T-47D, y C) MDA-MB-453.
Las células fueron tratadas durante 72 horas con 1 pM, 2.5 ptM y 5 pM de NaAsO,. Como
control positivo de citotoxicidad se usé 1 pM de MMC. Se realizaron tres experimentos
independientes con triplicado técnico. Se realizaron ANOVA de una via y prueba de Dunnett

para determinar la significancia estadistica de la diferencia del promedio entre las células
control y las células tratadas (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001).
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Efecto del NaAsO:; en los niveles de proteina de GATA3 en lineas celulares del epitelio
mamario

Para conocer si la exposicion a concentraciones no citotéxicas de NaAsQ; altera la
abundancia proteinica de GATA3, se realizaron experimentos de Western blot cuantitativo.
Para ello, fue necesario estandarizar el Western blot cuantitativo para el anticuerpo GATA3
en las tres lineas celulares. Se encontr6 que, al usar las condiciones resumidas en el Anexo 1,

fue posible detectar confiablemente alteraciones en la abundancia proteinica de GATA3 de
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entre 0.5 y 2 veces de cambio en MCF-10A (Figura 2A), T-47D (Figura 2B), y MDA-MB-

453 (Figura 2C).
A) MCF-10A B) T-47D C) MDA-MB-453
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Figura 2. Western blot cuantitativo de GATA3 en las lineas celulares A) MCF-10A, B) T-47D
y C) MDA-MB-453. Se realizaron curvas de proteina total de las lineas celulares y se
analizaron por medio de SDS-PAGE y Western blot. Se uso el gel tefiido con azul de
Coomassie como control de carga.

Con las condiciones del Western blot cuantitativo estandarizadas para el anticuerpo
de GATA3, se procedi6é a analizar el efecto del tratamiento con dosis no citotoxicas de
NaAsO, en la abundancia proteinica de GATAS3. Se encontr6 que los tratamientos de 72 horas
con 1y 2.5 nM de NaAsO, redujeron los niveles de proteina de GATA3 en MCF-10A (Figura
3A). En T-47D, solo el tratamiento con 2.5 pM de NaAsO, redujo de forma estadisticamente
significativa los niveles de GATA3 (Figura 3B). Los tratamientos con NaAsO, no alteraron

significativamente la abundancia de GATA3 en MDA-MB-453 (Figura 3C).
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Figura 3. El NaAsO; redujo los niveles de proteina de GATA3 en MCF-10A y en T-47D.
Western blot cuantitativo en las lineas celulares MCF-10A (A), T-47D (B) y MDA-MB-453
(C), con surespectiva grafica de veces de cambio. El gel tefiido con azul de Commassie se usé
como control de carga. Las células se trataron durante 72 horas con 1 0 2.5 pM de NaAsO, pa
ra obtener un lisado celular. Se realizaron tres experimentos independientes con duplicado
técnico. Se realizaron ANOVA de una via y pruebas de Dunnett para determinar la
significancia estadistica de la diferencia del promedio entre las células control y las células
tratadas (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001). El asterisco en el blot de GATA3 en MCF-10A
indica una banda inespecifica.
Efecto del NaAsO: en la proliferacion, migracion e invasion celular en lineas celulares del
epitelio mamario

Para evaluar si la reduccién en los niveles de proteina de GATAS3 estaba relacionada
con alteraciones en la proliferacion celular, se realizé una tinciéon con DAPI en las lineas
celulares. Se encontr6 que el tratamiento con 1 pM de NaAsO, incremento la proliferacion de
las células MCF-10A (Figura 4A) y T-47D (Figura 4B). Sin embargo, el tratamiento con 2.5
UM no alter6 la proliferacion celular en MCF-10A (Figura 4A), mientras que redujo la

proliferacion respecto al control en T-47D (Figura 4B). Los tratamientos con NaAsO; no

alteraron la proliferacion celular en la linea celular MDA-MB-453 (Figura 4C).
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Figura 4. EI NaAsO; incrementa la proliferacion en células MCF-10Ay T-47D. Las graficas
muestran el porcentaje de proliferacion en células tratadas durante 72 horas con 1 0 2.5 pM de
NaAsQO; en las lineas celulares A) MCF-10A, B) T-47D y C) MCDA-MB-453. Se realizaron

ANOVA de una via y pruebas de Dunnett para determinar la significancia estadistica de la

diferencia del promedio entre las células control y las células tratadas (*p<0.05; **p<0.01,
*#%p<0.001).
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A continuacion, se realizaron ayunos de suero para determinar el porcentaje de suero
en el medio de cultivo que detiene la proliferacién celular, como un requisito previo al
analisis de la migracion celular. En estos ensayos, se encontré que un ayuno de 24 y 48 horas
con 1% de SC detiene la proliferacion celular en MCF-10A (Figura 5A, 5B), mientras que el
ayuno con 1% de SFB detiene la proliferacion celular tanto en T-47D (Figura 5C, 5D) como
en MDA-MB-453 (Figura 5E, 5F). De esta manera, se logré abatir la proliferacién celular en

los analisis de migracion celular por medio de experimentos de cierre de herida.
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Figura 5. El ayuno de suero en el medio de cultivo detiene la proliferacion celular. Las
graficas muestran el porcentaje de proliferacion en células MCF-10A (A 'y B), T-47D (C y D)
y MDA-MB-453 (E y F) cultivadas con porcentajes reducidos de suero durante 24 o 48 horas.
Se realizaron tres experimentos independientes con triplicado técnico. Se realizaron ANOVA
de una via y pruebas de Dunnett para determinar la significancia estadistica de la diferencia
del promedio entre las células control y las células tratadas (*p<0.05; **p<0.01,
*#%p<0.001). SC: suero de caballo; SFB: suero fetal bovino.

Se procedi6 a realizar los ensayos de cierre de herida durante un ayuno de suero. Se
encontro que los tratamientos con 1 y 2.5 M de NaAsO, incrementaron la migracién celular
en MCF-10A 24 y 48 horas después de la herida (Figura 6A, 6D). Sin embargo, estos

tratamientos no alteraron la migracion celular respecto al control sin tratamiento en T-47D

(Figura 6B, 6E) ni en MDA-MB-453 (Figura 6C, 6F).
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Figura 6. Los tratamientos con NaAsO; incrementaron la migracion celular en MCF-10A.
Las graficas muestran el porcentaje de migracion celular en células tratadas con 1 0 2.5 pM de
NaAsO, en comparacion con el control sin tratamiento en A) MCF-10A, B) T-47D y C)
MDA-MB-453. Se realizaron tres experimentos independientes con triplicado técnico. Se
realizaron pruebas de ANOVA de dos vias y Tukey HSD para determinar la significancia
estadistica de la diferencia entre el promedio de los tratamientos y el control sin tratamiento (
*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001). También se muestran imagenes representativas de las
heridas en la monocapa de D) MCF-10A, E) T-47D, y F) MDA-MB-453.

A continuacién, se analizdé el efecto de un tratamiento con concentraciones no
citotoxicas de NaAsO, en la invasion de Matrigel® en la linea celular MCF-10A. Los
tratamientos con 1y 2.5 UM de NaAsO, redujeron la invasion de Matrigel respecto al control

sin tratamiento (Figura 7).
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Figura 7. El tratamiento con NaAsO:; reduce la invasion celular de Matrigel®. Gréfica de las
veces de cambio de invasion de Matrigel® en células MCF-10A tratadas durante 72 horas con
1 pM o 2.5 pM de NaAsO,. Se realizaron tres experimentos independientes con triplicado
técnico. Se realizaron ANOVA de una via y pruebas de Dunnett para determinar la
significancia estadistica de la diferencia del promedio entre las células control y las células
tratadas (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001).
Efecto del NaAsO:; en la expresion de blancos transcripcionales de GATA3

Existen multiples blancos transcripcionales de GATA3 identificados en estudios de
ChIP-seq usando lineas celulares de cancer de mama y tumores mamarios primarios
(Romano & Miccio, 2020). Entre estos blancos transcripcionales, seleccionamos los genes
CDH1, FOXA1, ESR1, PGR, ZEB2, CDHZ2, y BCL2 (Cuadro 2), para analizarlos por PCR
cuantitativa (RT-qPCR) y Western blot cuantitativo con el objetivo de evaluar una reduccion
en la funcién de GATA3 inducida por los tratamientos con NaAsQO,.
En MCF-10A, los tratamientos con NaAsO; redujeron los niveles de las proteinas de la E-
cadherina y de Bcl-2 (Figura 8A, 8C). Los tratamientos con NaAsO- no alteraron a FOXA1,
la N-cadherina, ni al ER-a36 (Figura 8A, 8C). Los niveles de proteina del PR y de Zeb2
estuvieron por debajo del limite de deteccion del Western blot cuantitativo en MCF-10A. En
la linea celular T-47D, el tratamiento con 2.5 pM de NaAsQO, incrementé los niveles de
proteina de FOXA1, y redujo la abundancia de las isoformas del ER-« y del PR (Figura 8B,

8D). Los niveles de proteina de Bcl-2, Zeb2 y de la N-cadherina estuvieron debajo de los

limites de deteccion del Western blot cuantitativo en T-47D.
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Cuadro 2. Blancos transcripcionales de GATAS3 seleccionados.

Gen Proteina Funcion Regulacién |Referencias
por GATA3

CDH1 |E-cadherina |Proteina de uniones adherentes |Positiva Yan et al., 2010
en tejido epitelial

FOXAIl |FOXA1 Factor de transcripcion que Positiva Bernardo et al.,
promueve un fenotipo epitelial 2010

ESR1 |ER-a Receptor hormonal que regula |Positiva Eeckhoute et al.,
proliferacién celular 2007

PGR PR Receptor hormonal que regula |Positiva Izzo et al., 2014
proliferacién celular

ZEB2 |Zeb2 Factor de transcripcion que Negativa Sietal., 2015
promueve EMT

CDH? |N-cadherina |Proteina de uniones adherentes |Negativa Sietal., 2015
en tejido mesenquimatoso

BCL2 |Bcl-2 Proteina antiapoptética Negativa Cohen et al., 2014
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Figura 8. El tratamiento con NaAsO. altera los niveles de proteina de blancos
transcripcionales de GATA3 en MCF-10A y en T-47D. Las graficas muestran las veces de
cambio de proteinas reguladas transcripcionalmente por GATA3 en A) MCF-10A y B) T-
47D. Las células fueron tratadas por 72 horas con 1 0 2.5 UM de NaAsO, para obtener lisados
celulares. Se realiz6 Western blot cuantitativo usando muestras de tres experimentos
independientes analizadas por duplicado técnico. El gel tefiido con azul de Commassie se uso
como control de carga. Se realizaron ANOVA de una via y pruebas de Dunnett (para MCF-
10A) o pruebas t (para T-47D) para determinar la significancia estadistica de la diferencia
entre el promedio de los tratamientos comparados con el control (*p<0.05; **p<0.01,
**%p<0.001). Se muestran imagenes representativas de los blots correspondientes a C) MCF-
10A y D) T-47D.

En los analisis de niveles de mRNA por PCR cuantitativa, se encontr6 una reduccion

en los mRNAs de GATA3, DCH1, ZEB2, y BCL2, y un incremento en los niveles de FOXA1
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y de ESR1 inducidos por los tratamientos con NaAsO- en la linea celular MCF-10A (Figura
9A). En las células T-47D, el tratamiento con 2.5 pM de NaAsQO, incrementd los niveles de
mRNA de CDH1 y redujo los niveles de mRNA ESR1 y PGR. Sin embargo, los niveles de

mRNA de GATA3, FOXA1, y de BCL2 no se alteraron (Figura 9B).
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Figura 9. El tratamiento con NaAsQO altera los niveles de mRNA de blancos transcripcionales
de GATA3 en MCF-10A y T-47D. Las graficas muestran las veces de cambio de los mRNAs
regulados transcripcionalmente por GATA3 en A) MCF-10A y B) T-47D. Las células fueron
tratadas durante 72 horas con 1 o 2.5 UM de NaAsQO, para obtener muestras de RNA total. Se
realizaron experimentos de RT-gPCR usando muestras de RNA de dos experimentos
independientes, usando sondas TagMan y siguiendo el método AACr. Se usé el mRNA de
GUSB como control endégeno. Se realizaron ANOVA de una via y pruebas de Dunnett (para
MCF-10A) o pruebas t (para T-47D) para determinar la significancia estadistica de la
diferencia entre el promedio de los tratamientos comparados con el control (*p<0.05;
*#p<0.01, ***p<0.001).
Sobreexpresion de GATA3 en células MCF-10A

Se clonaron los plasmidos RSV/hGATA y GATA3-pCDNA3.1 y los plasmidos
obtenidos se transfectaron transitoriamente en las células MCF-10A. Se evalud la
sobreexpresion de GATA3 por medio de Western blot cuantitativo y se encontro que el uso
exclusivo del reactivo de transfeccion (Figura 9, columna 2), de GATA3-pCDNA3.1 (Figura
9, columna 3) o de RSV/hGATAS3 (Figura 9, columna 4) no indujo la sobreexpresion de
GATA3 respecto al control negativo (Figura 9, columna 1). Sin embargo, si se sobreexpresoé a

GATA3 al usar el reactivo de transfeccién en conjunto con los plasmidos GATA3-

pCDNA3.1 (Figura 9, columna 5) y RSV/hGATA3 (Figura 9, columna 6).
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Figura 10. Sobreexpresion de GATA3 en MCF-10A. Se transfectaron células MCF-10A y se

obtuvieron lisados celulares para analizar por Western blot cuantitativo. Se utiliz6 un control
negativo, sin reactivo de transfeccién (Lipofectamine™ 3000) ni plasmidos (columna 1). Se
usaron controles del reactivo de transfecciéon (columna 2) y de los plasmidos GATA3-
pCDNA3.1 (columna 3) y RSV/hGATA3 (columna 4). En las columnas 5 y 6 se presentan las
muestras de las células MCF-10A transfectadas con los plasmidos GATA3-pCDNA3.1 y
RSV/hGATAS3, respectivamente.

A continuacioén, se evaluo el efecto de la sobreexpresion de GATA3 en los niveles de
mRNA analizados previamente para determinar la contribucién de la reduccion en la
abundancia proteinica de GATA3 en las alteraciones inducidas por el tratamiento con NaAsO
2. Por ello, se realiz6 un tratamiento de 72 horas con 1 o 2.5 pM de NaAsO- en las células
MCF-10A y a continuacién se realiz6 una transfeccién transitoria con el plasmido
RSV/hGATAS3 para sobreexpresar GATA3. Se encontr6 que la sobreexpresion de GATA3
incremento6 los niveles del mRNA de GATAS3 en las células MCF-10A (Figura 12A). La
sobreexpresion de GATA3 incremento los niveles de mRNA de CDHI1 (Figura 12C), de
ESR1 (Figura 12D), de ZEB2 (Figura 12E) y redujo el mRNA de BCLZ2 (Figura 12F).
Notablemente, la sobreexpresion de GATAS revirtio la disminucion en los niveles de mRNA
de ZEBZ inducida por el tratamiento con NaAsO, (Figura 10A), sugiriendo que el arsénico

reduce la funcién de GATA3 en la linea celular MCF-10A.
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresién de GATA3 en los niveles de mRNA de blancos
transcripcionales de GATAS3 en células MCF-10A tratadas con NaAsQ,. Grafica de veces de
cambio de los mRNA de A) GATA3, B) FOXA1, C) CDH1,D) ESR1, E) ZEB2,y F) BCL2. Al
final de un tratamiento de 72 horas con 1 0 2.5 pM de NaAsO,, las células MCF-10A fueron
transfectadas transitoriamente con el plasmido RSV/hGATAS3 para sobreexpresar GATA3.
Después de 24 horas de transfeccion, se obtuvieron muestras de RNA total. Se realizé RT-
gPCR en muestras de RNA de 2 experimentos independientes, usando sondas TagMan® y
empleando el método AACr. Se us6 el mRNA de GUSB como control endégeno. Se realizo
ANOVA de dos vias y prueba Tukey HSD para determinar la significancia estadistica de la
diferencia entre el promedio de las células control y las que sobreexpresan a GATA3 (OE) (*
p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001).
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Discusién
La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) clasifica al arsénico

como un carcindgeno para humanos porque se considera que existe evidencia suficiente que
relaciona la exposicién a arsénico con el desarrollo de cancer de piel, pulmén, rifion, y vejiga
en personas expuestas a arsénico a través del agua para beber (IARC, 2012). Recientemente,
la exposicion ambiental al arsénico también se ha relacionado con el desarrollo de cancer de
mama en estudios epidemiologicos (Pullella & Kotsopoulos, 2020). En este estudio, se
caracterizo el efecto de la exposicion a arsénico en los niveles de proteina de GATA3, un
factor de transcripciéon que es esencial para el desarrollo de la glandula mamaria y para la
diferenciacion de las células luminales progenitoras, cuya funcién se encuentra alterada
durante el desarrollo de cancer de mama (Kouros-Mehr et al., 2008). Encontramos que un
tratamiento de 72 horas con concentraciones no citotoxicas de 1 y 2.5 pM de NaAsQO, redujo
los niveles de proteina de GATAS3 en las lineas celulares MCF-10A y T-47D, pero no en
MDA-MB-453. Este resultado sugiere una reduccion en la funcién de GATA3 en MCF-10A
y T-47D. Se ha reportado que los niveles de arsénico en agua para beber pueden alcanzar los
300pg As/L en localidades con fuentes de agua contaminadas por minerales de arsénico, y
que estos niveles de arsénico en suelo y en agua para beber pueden ser mayores en localidades
cercanas a instalaciones mineras (IARC et al., 2012; Lopez-Carrillo et al., 2014; Ongley et
al., 2007). Debido a que 2.5 pM de NaAsO, corresponde aproximadamente a 200pg As/L,
nuestros tratamientos utilizan concentraciones de arsénico que son ambientalmente
relevantes. No se determind la razon de la ausencia de efecto de los tratamientos con NaAsO
» en los niveles de proteina de GATAS3. Sin embargo, una caracteristica comuin entre MCF-
10A y T-47D es la expresion del ER-a (Hevir et al., 2011; Lee et al., 2014), ausente en MDA -

MB-453 (Lukey et al., 2019). Nuestros resultados sugieren que el arsénico reduce los niveles
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de proteina de GATAS3 solo en células ER-a+ y que podria afectar la funcion de GATA3
principalmente en células del epitelio mamario que expresan el ER-a.

La reduccién en los niveles de GATA3 esta relacionada con un incremento en la
proliferacion y migracion celular en MCF-10A, nuestro modelo del epitelio mamario normal,
pero no en T-47D, nuestro modelo de células de cancer de mama. Debido a que GATA3
contribuye a controlar la proliferacion celular en el epitelio mamario normal (Kouros-Mehr et
al., 2006, 2008), podria existir una relacion directa entre la reduccion de niveles de proteina
de GATA3 y el incremento en la proliferacion celular en MCF-10A. En contraste, la
reduccioén en los niveles de proteina de GATA3 con el tratamiento con 2.5 pM de NaAsO,
coincidi6 con una reduccién en la proliferacion celular en T-47D. A diferencia de lo que
ocurre en el epitelio mamario normal, GATA3 promueve el progreso en el ciclo celular y la
proliferacion en células de cancer de mama, al favorecer la transcripciéon de los receptores
nucleares mitogénicos ER-a and PR (Izzo et al., 2014; Lee et al., 2014), por lo que la
reduccién en GATAS3 con el tratamiento con 2.5 pM de NaAsO, podria estar asociada a la
reduccion en la proliferacion celular observada. Este tratamiento redujo los niveles de
proteina y de mRNA del ER-a y del PR en T-47D, sugiriendo que la reduccién en la
expresion de GATA3 esta asociada también con la reduccién en la expresion de estos
receptores hormonales, plausiblemente debido a una disminucioén en la transcripcion. Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que GATAS3 inhibe la proliferacion celular en células
mamarias normales y que la promueve en células de cancer de mama. También, que GATA3
podria actuar como un gen supresor de tumores en MCF-10A, pues la reduccion de su
expresion se relaciona con un incremento en la proliferacion celular, pero como un oncogén
en T-47D, pues la disminucién en su abundancia proteinica estd relacionada con una

disminucioén en la proliferacion celular. Coincidentemente con esta conclusion, se ha
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sugerido que GATAZ3 puede actuar como un gen supresor de tumores en células del epitelio
mamario y que puede promover el desarrollo tumoral en células de cancer de mama, pues
GATA3 inhibe la expresién de la proteina antiapoptdtica Bcl-2 en células epiteliales
mamarias normales (HMEC) pero la promueve en células de cancer de mama MCF-7 (Cohen
et al., 2014). En células MCF-10A, los tratamientos con NaAsQ, incrementaron la migracion
celular, sugiriendo que el arsénico incrementa la EMT. Este incremento en migracion celular
también podria estar relacionado a los niveles de proteina disminuidos de GATA3 y de la E-
cadherina, proteinas que promueven la diferenciacién de las células luminales progenitoras e
inhiben la EMT y la metastasis en células de cancer de mama (Asselin-Labat et al., 2007;
Kouros-Mehr et al.,, 2006, 2008; Yan et al.,, 2010). Sin embargo, el incremento en la
migracion celular coincidi6 con una reduccion en la invasién de Matrigel®. Estos resultados
sugieren una reduccién en la capacidad de degradar la membrana basal inducida por los
tratamientos con NaAsO, en MCF-10A. Se ha observado previamente que la migracién y la
invasién celular son dos procesos que pueden estar desacoplados durante la EMT (Schaeffer
et al., 2014), y posiblemente en nuestros experimentos la migracién y la invasién celular
también estan desacopladas.

Se ha propuesto que GATA3 promueve la transcripcién de su propio mRNA y
también de los mRNAs de ESR1, PGR y CDH1, mientras que reprime los mRNAs de ZEB2 y
BCL2 en las lineas celulares MCF-7 y T-47D (Bernardo et al., 2010; Cohen et al., 2014;
Eeckhoute et al., 2007; Izzo et al., 2014; Si et al., 2015; Yan et al., 2010). Con base en esta
propuesta generada con lineas celulares de cancer de mama, los niveles de mRNA sugieren
una reduccion en la funcion de GATA3 en T-47D, pues el tratamiento con NaAsO, reduce los
mRNAs de ESR1 y PGR, regulados positivamente por GATA3. Sin embargo, el analisis de

los niveles de mRNA en MCF-10A no indica claramente una reduccion en la funcién de
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GATA3 inducida por los tratamientos con NaAsO-. Una posibilidad que podria explicar esto
es que la regulacién de la transcripcion por GATAS3 es diferente en MCF-10A y en las lineas
celulares de cancer de mama, como puede sugerirlo las diferencias en la estructura de la
cromatina y sus implicaciones para la regulacion transcripcional entre diferentes lineas
celulares (Pellacani et al., 2019). Sin embargo, para determinar la contribucion de GATA3 a
la regulacion de los mRNA analizados, se sobreexpres6 a GATA3 en células MCF-10A
tratadas con NaAsO, Los resultados obtenidos sugieren que GATA3 promueve la
transcripcion de CDH1 y de ESR1, mientras que reprime la expresion de BCL2), de forma
similar a lo propuesto anteriormente (Adomas et al., 2014; Lee et al., 2014; Yan et al., 2010).
Sin embargo, mientras que en células MCF-7 GATA3 reprime la transcripcion de ZEB2 (Si et
al., 2015), nosotros encontramos que la sobreexpresion de GATA3 incremento los niveles del
mRNA de ZEB2 en MCF-10A. Este resultado sugiere que la regulacion de la transcripcién de
ZEB2 por GATAS3 podria ser diferente en MCF-10A respecto a lo previamente reportado en
MCF-7. Ademas, encontramos que la sobreexpresion de GATA3 revirtid el efecto de los
tratamientos de NaAsO; en el mRNA de ZEB2, sugiriendo que el arsénico reduce la funcion
de GATAS en la regulacion de la transcripcion de ZEB2.

Adicionalmente, queda por determinar si la reduccién en la invasién celular de
Matrigel® es compatible con el incremento en la migracion celular y si ambos patrones son
congruentes con un incremento en la EMT y en el desarrollo tumoral. La falta de un efecto
significativo en los niveles de proteina de GATAS3 en la linea celular MDA-MB-453 esta
probablemente relacionada a la falta de expresién del ER-a y del PR, pero esto requiere ser
evaluado experimentalmente. Los tratamientos con NaAsO, incrementan tanto la
proliferacion como la migracién celular solo en MCF-10A, nuestro modelo del epitelio

mamario normal, lo que sugiere que la exposicion a arsénico es un iniciador del desarrollo de
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cancer de mama y que su mecanismo carcinogénico incluye la reduccion en la expresion de
GATA3 en células del epitelio mamario. Esto también explicaria la falta de un efecto
significativo en las lineas celulares de cancer de mama T-47D y MDA-MB-453, que ya estan
transformadas. Se ha observado anteriormente que el arsénico interacciona con GATAL1 y
GATAZ2 en células del linaje eritro-megakariocitico, reduciendo la funcién de estos factores
de transcripcion y contribuyendo a inducir alteraciones asociadas con desordenes
hematolégicos (Medina et al., 2022; Zhou et al., 2020). Nuestros datos sugieren que el
arsénico reduce la funcién de GATA3, otro miembro de la familia de factores de
transcripcion GATA, en células MCF-10A y T-47D, e incrementa la proliferacién y la
migracion celular en MCF-10A, indicando un incremento en el desarrollo de cancer de

mama.
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Conclusiones

En este trabajo se evalud la funcion de GATAS3 en lineas celulares derivadas del epitelio
mamario expuestas a NaAsO, y su relacién con los cambios fenotipicos inducidos por el
tratamiento, como un modelo del desarrollo de cancer de mama inducido por la exposicién a
arsénico. Se encontr6 que el tratamiento con NaAsO; redujo la expresion de GATA3 en
MCF-10A e increment6 la proliferacion y la migracion celular en esta linea celular. El
tratamiento con NaAsO, también alter6 la expresion génica de diversos marcadores
moleculares relevantes en el contexto del cincer de mama y que estan regulados
transcripcionalmente por GATA3, sugiriendo un incremento en el desarrollo tumoral. Estos
datos sugieren que la exposicién a NaAsO, reduce la funcion de GATAS3 en células derivadas
del epitelio mamario y genera alteraciones relacionadas directamente con el desarrollo de

cancer de mama.
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Anexo 1.

Condiciones del Western blot cuantitativo para las diferentes proteinas analizadas en este

estudio, en las lineas celulares MCF-10A, T-47D y MDA-MB-453. Se indican las diluciones
de los anticuerpos primarios y secundarios y el sustrato en el que fueron transferidas las

PAGE.

roteinas tras la SDS

Anticuerpo primario Anticuerpo secumdario Transferencia
Linea celular | Nombre Dilucién | Incubaci6 | Nombre Dilucién | Incubacié | Membrana Tiempo
GATA3 1:250 72 hrs Anti-rata HRP 1:250 1 hr PVDF 90 min
ER-a 1:400 72 hrs Anti-ratobn HRP 1:5,000 1hr PVDF 90 min
Bcl-2 1:100 72 hrs Anti-ratén HRP 1:5,000 1hr PVDF 90 min
MCF-10A
E-cadherina | 1:500 72 hrs Anti-conejo HRP | 1:10,000 | 1 hr PVDF 90 min
N-cadherina | 1:500 72 hrs Anti-conejo HRP | 1:2,500 1hr PVDF 90 min
FOXA1 1:500 72 hrs Anti-conejo HRP | 1:2,500 1hr PVDF 90 min
GATA3 1:500 24 hrs Anti-rata HRP 1:2,000 1 hr Nitrocelulosa | 50 min
ER-a 1:800 24 hrs Anti-ratén HRP 1:2,500 1 hr Nitrocelulosa | 50 min
T-47D PR 1:200 | 24 hrs Anti-ratén HRP | 1:2,500 | 1hr Nitrocelulosa | 50 min
E-cadherina | 1:2,000 24 hrs Anti-conejo HRP | 1:5,000 1hr Nitrocelulosa | 50 min
FOXA1 1:1,000 24 hrs Anti-conejo HRP | 1:5,000 1hr Nitrocelulosa | 50 min
GATA3 1:500 24 hrs Anti-rata HRP 1:2,000 1hr Nitrocelulosa | 50 min
MDA-MB-
453 N-cadherina | 1:500 24 hrs Anti-conejo HRP | 1:5,000 1hr Nitrocelulosa | 50 min
FOXA1 1:1,000 24 hrs Anti-conejo HRP | 1:5,000 1hr Nitrocelulosa | 50 min
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Millions of people worldwide are exposed to arsenic, a metalloid listed as one of the top chemical pollutants of
concern to human health. Epidemiological and experimental studies link arsenic exposure to the development of
cancer and other diseases. Several mechanisms have been proposed to explain the effects induced by arsenic.
Notably, arsenic and its metabolites interact with proteins by direct binding to individual cysteine residues,
cysteine clusters, zinc finger motifs, and RING finger domains. Consequently, arsenic interactions with proteins
disrupt the functions of proteins and may lead to the development and progression of diseases. In this review, we
focus on current evidence in the literature that implicates the interaction of arsenic with proteins as a mechanism

of arsenic toxicity. Data show that arsenic-protein interactions affect multiple cellular processes and alter
epigenetic regulation, cause endocrine disruption, inhibit DNA damage repair mechanisms, and deregulate gene
expression, among other adverse effects.

1. Introduction

Arsenic is a metalloid that occurs naturally in diverse Earth envi-
ronments and is also a pollutant produced by several industrial activities
(IARC, 2012). Human populations are exposed to arsenic through con-
tact with contaminated air, soil, water, food, and occupational exposure
(Chen and Costa, 2021; IARC, 2012). However, drinking water extracted
from underground sources contaminated by arsenic minerals is consid-
ered the major source of arsenic exposure (Chen and Costa, 2021).
Through the consumption of drinking water, over 200-300 million
people are exposed worldwide to dangerous amounts of arsenic, because
aquifers in multiple regions have a concentration of arsenic above 10
pg/L, the current guideline for the concentration of arsenic in water
recommended by the World Health Organization (Chen and Costa, 2021;
IARC, 2012).

Arsenic is classified as a human carcinogen by the International
Agency for Research on Cancer because there is sufficient evidence
linking chronic arsenic exposure and cancer development in skin, lung,

kidney, liver, and bladder (IARC, 2012). Moreover, epidemiological
studies support an association between arsenic exposure and the
development of cancer in the breast, stomach, pancreas, brain, prostate,
buccal cavity, pharynx, esophagus, colorectal cancer and non-Hodgkin
lymphoma (Pullella and Kotsopoulos, 2020; Garcia-Esquinas et al.,
2013; Nuanez et al., 2016; Roh et al., 2017). Furthermore, epidemio-
logical studies link arsenic exposure to the development of nonmalig-
nant diseases, including cardiovascular diseases (Xu et al., 2020),
anemia (Parvez et al., 2017), type 2 diabetes (Feseke et al., 2015),
neuropathy (Tolins et al., 2014), skin lesions (Hunt et al, 2014),
nephrotoxicity (Robles-Osorio et al., 2015), and immunotoxicity (Dan-
gleben et al., 2013). Due to the adverse and pleiotropic effects of arsenic
exposure on human health and due to widespread arsenic exposure, this
metalloid is one of the ten chemical pollutants of major concern for
public health (WHO, 2019).

Abbreviations: APL, acute promyelocytic leukemia; AS3MT, arsenite methyl transferase; As,Oj, arsenic trioxide; DICs, DNA interstrand crosslinks; DMA(III),
dimethyl arsenite; DMA(V), dimethyl arsenate; DSB, DNA double strand breaks; ERa, estrogen receptor alpha; ERJ, estrogen receptor beta; GSTO1, glutathione
sulfhydryl transferase omega 1; HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; iAs, inorganic arsenic; iAs(III), arsenite; iAs(V), arsenate; MMA(III), monomethyl
arsenite; MMA(V), monomethyl arsenate; NaAsO,, sodium arsenite; PKM2, pyruvate kinase M2; SAM, S-adenosyl methionine; ZnF, zinc finger.
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2. Metabolism of arsenic in the human body

Inorganic arsenic (iAs) molecules are the main forms of arsenic in
drinking water. Trivalent arsenite [iAs(III)] and pentavalent arsenate
[iAs(V)] are the most abundant arsenic molecules in drinking water
under reducing and oxidizing conditions, respectively (IARC, 2012). iAs
(III) is generally considered more cytotoxic than iAs(V) in human cells,
although cellular sensitivity depends on the physiology of the different
tissues and the individual capacity to metabolize and eliminate iAs
(Minatel et al., 2018). Arsenic is metabolized mainly in the human liver
prior to mobilization and excretion. However, as arsenic metabolites can
be more cytotoxic than iAs, the physiological role of arsenic metabolism
is not fully understood (Sattar et al., 2016). The process of arsenic
metabolism starts after the entry of iAs into liver cells. iAs(III) enters the
cell through aquaglyceroporin 7, aquaglyceroporin 9, and glucose
transporter type 1 (GLUT1), whereas iAs(V) enters the cell through the
phosphate transporter (Yang et al., 2012; Garbinski et al., 2019). After
entry into liver cells and prior to the metabolic process, iAs(V) is reduced
to iAs(1II) through the activity of the enzyme arsenate reductase (Fig. 1).
In the first steps of arsenic metabolism, the enzyme arsenite methyl-
transferase, encoded by the AS3MT gene, catalyzes the oxidative
methylation of iAs(II) into pentavalent monomethyl arsenate [MMA
(V)D), and the enzyme glutathione sulfhydryl transferase omega 1,
encoded by the GSTOI gene, reduces MMA(V) into trivalent mono-
methyl arsenite [MMA(IID)]. In the last steps, the enzymes AS3MT and
GSTO1 generate pentavalent dimethyl arsenate [DMA(V)] and trivalent
dimethyl arsenite [DMA(III)] through oxidative methylation and
reduction, respectively. Compounds DMA(III) and DMA(V) are delivered
from the liver to the kidney and are the major organic arsenic com-
pounds excreted in urine (Sattar et al., 2016).

Arsenic metabolism is one of the crucial aspects underlying the
adverse effects of this metalloid, since methylated arsenic compounds
can be more cytotoxic than iAs. Furthermore, arsenic metabolism by
oxidative methylation can induce DNA demethylation to maintain an
optimal level of intracellular 5-adenosylmethionine (SAM), the methyl
group donor used by the AS3MT enzyme (Chen et al., 2019). The
demethylation of DNA caused by arsenic exposure can induce epigenetic
alterations in sequences that regulate gene transcription, with conse-
quences such as the activation of oncogenes and the repression of tumor
suppressor genes (Benbrahim-Tallaa et al., 2005; Paul et al., 2017).
Additionally, the reduction of inorganic and methylated As(V) mole-
cules by the GSTO enzyme consumes GSH and alters the redox balance
of the cells. The depletion of GSH impairs the activity of proteins related
to diverse cellular functions, including enzymes that participate in DNA
damage repair (Chen et al., 2019; Druwe and Vaillancourt, 2010; Hu
et al., 2020). Thus, the metabolism of arsenic poses a challenge to the
homeostasis of cells in different tissues, increasing the risk of developing
diseases associated with arsenic exposure.

3. Main effects of arsenic exposure on cell homeostasis
Epidemiological evidence suggests an association between chronic
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arsenic exposure and the development of cancer (IARC, 2012). The
proposed molecular mechanisms of arsenic carcinogenesis include
oxidative stress (Cantoni et al., 2021; Hu et al., 2020; Medda et al.,
2021), comutagenesis (Tam et al., 2020b; Zhou et al., 2021), chromo-
some and genomic instability (Salazar and Ostrosky-Wegman, 2015),
dysregulation of cell proliferation (Medda et al., 2021), epigenetic al-
terations (Bjorklund et al., 2018), endocrine disruption (Chen et al.,
2019), alteration of signal transduction pathways (Druwe and Vaillan-
court, 2010), and the disruptive interaction of arsenic with proteins
(Chen et al., 2019; Shen et al., 2013). These mechanisms may also be
involved in the development of arsenic-induced noncancerous diseases
such as anemia and type 2 diabetes (Castriota et al., 2020; Panico et al.,
2019; Zhou et al., 2020).

4. Arsenic interaction with proteins

Only trivalent arsenic molecules interact with proteins, and the
interaction is established exclusively through cysteine residues (Jiang
et al., 2003; Kitchin and Wallace, 2005). Thus, arsenic binds to proteins
through interactions with individual cysteine residues, zinc finger (ZnF)
motifs, and RING finger domains. The protein targets of arsenic depend
on the methylation status of the arsenic molecule, the number of
cysteine residues in the target protein, and the microenvironment (Shen
etal., 2013). The evidence supporting these interactions is shown below:

4.1. Arsenic interaction with individual cysteine residues

Different arsenic molecules bind to individual cysteine residues of
proteins in a predictable way. For example, Jiang et al. identified
through high-performance liquid chromatography (HPLC) and induc-
tively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) that iAs(III) binds to
three cysteine residues of the human metallothionein, MMA(III) binds to
two cysteine residues, and DMA(III) binds to one cysteine residue,
whereas iAs(V) and its methylated compounds cannot bind to this pro-
tein. Human metallothionein, having 20 cysteine residues, €a# binds up
to 6 iAs(IT) molecules, 10 MMA(IIT) molecules, and 20 DMA(IIT) mole-
cules (Jiang et al., 2003), and a similar protein-binding behavior can be
expected for arsenic and individual cysteines in different proteins (Shen
et al., 2013). Kitchin and Wallace determined the dissociation constant
(Kq) between iAs(III) and 2 peptides that possess an individual cysteine
residue, and found affinities with Ky of 124 and 190 pM, respectively, for
the two different peptides. Additionally, individual and far-separated
cysteine residues in proteins may interact with arsenic in a similar
fashion, as the interaction affinity between iAs(III) and a peptide pos-
sessing two cysteines separated by 17 amino acid residues is similar to
the interaction affinity between iAs(IIl) and peptides with just one
cysteine. These results suggest that the spatial distribution of cysteines
in the three-dimensional structure of the protein influences the affinity
and stoichiometry of the interaction between arsenic and proteins
(Kitchin and Wallace, 2005). Indeed, the characterization of the
biochemical properties of the interaction between iAs(IIT) and individual
cysteines in proteins requires further clarification. Recently, Qi et al.
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Fig. 1. Steps of arsenic metabolism in liver cells. The arsenate reductase enzyme reduces inorganic arsenate [iAs(V)] into inorganic arsenite [iAs(III)]. Arsenite
methyltransferase (AS3MT) methylates iAs(III) into pentavalent monomethyl arsenate [MMA(V)], using S-adenosyl methionine (SAM) as a methyl group donor.
Glutathione sulfhydryl transferase omega 1 (GSTO1) reduces MMA(V) into trivalent monomethyl arsenite [MMA(III)]. Glutathione may provide reducing equivalents
to the reaction catalyzed by GSTO1. AS3MT methylates MMA(III) into pentavalent dimethyl arsenate [DMA(V)]. GSTO1 reduces DMA(V) to trivalent dimethyl
arsenite [DMA(III)].
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found by isothermal titration calorimetry (ITC) that the stoichiometry of
iAs(III) binding to metallothionein is 0.378 iAs(Ill) ions per metal-
lothionein molecule in Rattus norvegicus, which has 20 cysteines as its
human homolog (Qi et al., 2021), suggesting that the experimental
conditions are important in the determination of the behavior of arsenic
interactions with individual cysteines.

4.2. Arsenic interaction with zinc finger motifs

ZnF motifs are structural motifs in proteins that coordinate a zinc ion
through residues closely located in the three-dimensional structure of
the protein. There are three different types of ZnF motifs: C2H2 ZnF
motifs (which coordinate zinc ions through two cysteines and two his-
tidines), C3H1 ZnF motifs and C4 ZnF motifs (Krishna et al., 2003). In
cell-free experiments, trivalent sodium arsenite (NaAsQ;) and arsenic
trioxide (As»03) bind to apopeptides of C3H1 and C4 ZnF motifs,
whereas MMA(III) and DMA(III) bind to apopeptides of C2H2, C3H1,
and C4 ZnF motifs (Zhou et al., 2014) and iAs(III), MMA(III), and DMA
(III) can bind to individual cysteines (Fig. 2) (Jiang et al., 2003; Kitchin
and Wallace, 2005; Kluska et al., 2018; Sun et al., 2014; Zhao et al.,
2012; Zhao et al., 2014; Zhou et al., 2011; Zhou et al., 2014; Zhou et al.,
2015). These data suggest that arsenic can target different proteins
depending on the arsenic molecular structure. Zhao et al. determined
that the interaction affinity between iAs(IIl) and the apopeptides of
different ZnF motifs follows this decreasing order: C4 ZnF > C3H1, ZnF
= C2H2 ZnF with a lower Kg = 2.4 + 0.3 pM for the iAs(II[)-C4 ZnF motif
interaction, and a higher K; = 235 &+ 9 pM for the iAs(III)-C2H2 ZnF
motif interaction. This suggests that a higher cysteine number in the ZnF
motifs increases the affinity of arsenic (Zhao et al., 2012). In a similar
finding, Kitchin and Wallace identified that the interaction between
arsenic and a C4 ZnF motif peptide derived from estrogen receptor alpha
(ERa) has a higher affinity than the interaction between arsenic and the
same ZnF motif with a Cys to Gly substitution (Kitchin and Wallace,
2005). Whereas arsenic molecules can interact with different ZnF apo-
peptides in cell-free assays with characterized affinities, arsenic cannot
interact with ZnF motifs complexed with Zn ions in cell-free assays, as
the affinity of ZnF motifs to Zn is higher than the affinity to arsenic (Zhao
et al., 2014). Nevertheless, arsenic can displace Zn and interact with ZnF
motifs in vivo, and this difference between affinities in vivo and in cell-
free assays may be related to the presence of small molecules or an
acidic pH in the microenvironment of cells. GSH, Cys, or a pH = 6 de-
creases the affinity of Zn to ZnF motifs, favoring the interaction between
proteins and iAs(III) in the concentrations of iAs(III) found in arsenic-
exposed cells. Additionally, GSH, Cys, and a low pH increase the affin-
ity of interaction between iAs(IIT) and C2H2 ZnF motifs in cell-free as-
says (Zhao et al., 2014). The influence of the microenvironment on

Individual Cys

— —

DMA (lll) —» ‘

MMA (1I1) —» '

—c—
—> |

iAs (111)

0
I
) N
3
=

Toxicology and Applied Pharmacology 431 (2021) 115738

arsenic-ZnF motif interactions contributes to explaining how this
metalloid can compete with Zn in vivo and in vitro to disrupt the function
of every type of ZnF motif present in different proteins.

Several protein families have ZnF motifs that are involved in diverse
biological functions (Cassandri et al., 2017; Krishna et al., 2003). As
previously mentioned, iAs(III) interacts with C4 and C3H1 ZnF motifs,
whereas MMA(III) interacts with C4, C3H1, and C2H2 ZnF motifs (Zhao
et al., 2012, 2014; Zhou et al., 2011, 2014, 2015). These arsenic mole-
cules replace the zinc ion in the ZnF motifs and disrupt both protein
folding and function (Sun et al., 2014; Zhou et al., 2015; Zhou et al.,
2014; Zhou et al., 2011). In fact, Wang et al. identified that MMA(III)
may have a stronger binding affinity to thiol groups in proteins than iAs
(III), and a wider repertoire of protein targets in cells (Wang et al.,
2015). As the roles of proteins with ZnF motifs involve DNA repair, RNA
transcription, splicing and other functions related to the homeostasis in
several tissues, the interaction of arsenic with ZnF motifs in proteins
emerges as one of the factors of higher risk in arsenic exposure and
pathogenesis (Jen and Wang, 2016).

The NaAsO; compound interacts with the C3H1 ZnF motif of PARP1
and with the C4 ZnF motif of XPAl, enzymes that belong to the DNA
damage repair machinery, disrupting the enzymatic function and
increasing the susceptibility of cells to mutagenic agents. The disruption
of the DNA repair machinery through these arsenic-protein interactions
contributes to explain the comutagenic properties of this metalloid
(Ding et al., 2009; Sun et al., 2014; Zhou et al., 2011). Arsenic can in-
fluence the epigenetic regulation of gene expression through the indirect
depletion of the methyl groups in DNA as previously mentioned. In
addition, NaAsQ, can affect the formation of 5-carboxylcytosine, an
epigenetic repressive modification catalyzed by the activities of the
Tetl, Tet2 and Tet3 enzymes. The direct binding of arsenic to the C3H1
ZnF motifs of this group of proteins reduces the enzymatic activity (Liu
et al., 2015a). This indicates that the epigenotoxicity of arsenic goes
beyond the altered methylation of DNA and includes the reduction of the
catalytic activities of enzymes involved in the formation of 5-carboxyl-
cytosine. The hMOF enzyme is the main acetyl transferase that gener-
ates the H4Kl6ac epigenetic modification in the H4 histone, and its
activity is reduced by the direct binding of As»03 to its C3H1 ZnF motif
(Liu et al., 2015b). Additionally, NaAsO, affects the activity of the his-
tone acetyltransferase TIP60 and the acetylation of H4 histones by the
direct binding of arsenic to the ZnF motif of this enzyme. The NaAsO,-
TIP60 interaction reduces the H4K16ac epigenetic mark in the HEK293T
cell line and decreases the accessibility of chromatin to the DNA repair
machinery, potentially increasing the risk of mutagenesis in arsenite-
exposed cells (Tam et al., 2017). These studies indicate that the epi-
genotoxicity of arsenic includes the alteration of the regulation of his-
tone H4 acetylation through direct interaction with proteins.
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Fig. 2. Outline of arsenic interaction with cysteine residues in proteins. Only trivalent arsenic molecules bind to zinc finger motifs (ZnF) or individual cysteines in
proteins. Trivalent inorganic arsenic [iAs(III)] binds to C4 and C3H1 ZnF motifs. Trivalent monomethyl arsenite [MMA(III)] binds to C4, C3H1, and C2H2 ZnF motifs.
Trivalent dimethyl arsenite [DMA(III)] binds to C4, C3H1, and C2H2 ZnF motifs. iAs(I1I), MMA(III) and DMAC(II) can bind to individual cysteines in proteins.
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The function of transcription factors with ZnF motifs is important for
cell homeostasis because they contribute to the regulation of cell pro-
liferation, apoptosis, cell migration and invasion (Jen and Wang, 2016).
The function of ZnF transcription factors is disrupted during the path-
ogenesis of malignant and nonmalignant diseases, and transcription
factors with ZnF motifs are potential targets of arsenic, linking arsenic
exposure to pathogenesis (Jen and Wang, 2016; Ogawa et al., 2020;
Zhou et al., 2020). For example, the transcription factor GATA-1 pos-
sesses two C4 ZnF motifs that are targeted by NaAsO; in mouse he-
matopoietic stem cells during red blood cell development and in the
human leukemic cell line K562. The ZnF motifs of GATA-1 interact with
NaAsOpg, resulting in the displacement of the Zn ions and the disruption
of the functions of both ZnF motifs. Consequently, the interaction of
GATA-1 with the transcriptional coactivator FOG1 and its DNA binding
sequence are impaired. Thus, erythropoiesis is affected, and this arsenic-
GATA-1 interaction may contribute to explaining the high prevalence of
anemia in populations chronically exposed to arsenic (Zhou et al.,
2020). Moreover, NaAsQ, interacts with the transcription factor EVI1 in
the K562 cell line and reduces the function of the C3H1 ZnF motif that
participates in EVI1 DNA binding, impairing the genomic function of
this transcription factor (Ogawa et al., 2020). Interestingly, premRNA
splicing is a process of gene expression that is related to cancer devel-
opment, and arsenic exposure disrupts the function of the splicing factor
ZRANB2 in the HaCaT cell line. Banerjee and colleagues found that
NaAsO; interacts with the C4 ZnF motif of ZRANB2 and displaces the Zn
ion from this motif, affecting the regulation of splicing and promoting
malignant development (Banerjee et al., 2020). Previous examples
demonstrate that arsenic impairs several aspects of gene expression, but
other cellular processes are affected by arsenic exposure.

The CLIP70 protein is associated with the plus end of microtubules
and regulates microtubule dynamics. The As;O3 compound binds
directly to the two C3H1 ZnF motifs of CLIP170 in cell lines derived from
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). This interaction
displaces the Zn ion from these structural motifs and reduces the protein
abundance of CLIP170, decreasing the p-tubulin polymerization and the
metastatic potential of HNSCC cell lines (Gao et al., 2020). Hence, the
interaction of arsenic with ZnF motifs depends on the arsenic molecular
structure, the number of cysteine residues in the ZnF motif, and the
microenvironment, and commonly causes displacement of the zinc ion,
alteration of the ZnF motif structure and a reduction in the function of
the protein target.

4.3. Arsenic interaction with RING finger domains

Arsenic directly interacts with the RING finger domain of multiple
proteins. The RING finger domains are a type of ZnF domain that co-
ordinates two zinc atoms through C3H1-C4 ZnF motifs. For example,
RNF20 and RNF40 are proteins that form heterodimers and catalyze the
ubiquitination of the H2B histone during the DNA repair response to
DNA double strand breaks (DSBs). The interaction of NaAsQ» with the
RING finger domains of RNF20 and RNF40 impairs the ubiquitination of
H2B and the recruitment of the DBS repair machinery, increasing the
mutational burden and the transformation of cells by acting as a
comutagen (Zhang et al., 2014). In addition, NaAsO» binds to the RING
finger domain of the E3 ubiquitin ligase FANCL and inhibits the ubiq-
uitylation of FANCD2, a protein that belongs to the Fanconi anemia DNA
interstrand crosslinks (DICs) repair pathway. The interaction with
NaAsO; impairs the recruitment of FANCD2 to DICs, increasing the
sensitivity of cells to DICs and contributing to explaining the comuta-
genic role of arsenic exposure (Jiang et al., 2017). The NaAsO; com-
pound interacts with the RING finger domain of the E3-ubiquitin ligase
ZNF598, displaces zinc ions from this structural domain, and inhibits the
enzymatic activity and ubiquitylation of the ribosomal proteins RPS10
and RPS20. The interaction of arsenic with ZNF598 leads to the inhi-
bition of ribosome stalling in poly-A sequences during ribosome-
associated protein quality control, increasing ribosomal read-through
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and the risk of synthesis of misfolded proteins and proteotoxic stress,
likely contributing to explaining the involvement of arsenic in the
development of neurodegenerative disorders associated with both pro-
tein misfolding and aggregation (Tam et al., 2020a). Additionally,
NaAsO; interacts with the RING finger domain of the E3 ubiquitin ligase
Rbx1, a protein that belongs to the Nrf2-Keapl pathway, the main route
for the response to oxidative stress. The interaction of NaAsO, with the
RING finger domain of Rbx1 inhibits the activity of Rbx1 and the
ubiquitination of Nrf2. Consequently, the protein stability and tran-
scriptional function of Nrf2 were increased during the oxidative stress
response (Jiang et al., 2018). As,04 is a cytotoxic drug for the treatment
of acute promyelocytic leukemia (APL) (Soignet et al., 2001). The
mechanisms of AspO3 cytotoxicity in APL cells include the interaction of
Asy03 with the RING finger domain of the promyelocytic leukemia
protein (PML) in protein fusion with retinoic acid receptor alpha (RARx)
PML-RARw, an oncogenic polypeptide that promotes the proliferation of
APL cells (Miller et al., 2002). The interaction between As;04 and PML-
RARa promotes a conformational change in the PML moiety, oligo-
merization of PLM-RARx, SUMOylation and proteasomal degradation of
the fusion protein. This leads to cellular differentiation and a reduction
in APL progression (Zhang et al., 2010). In fact, the interaction of AsyO4
with the RING finger domain of PML has an affinity high enough to
overcome the interaction of AspO3; with other proteins in APL cells,
contributing to explaining the specific targeting of the oncoprotein PML-
RAR«a and the success of APL therapy using As;O3 (Kaiming et al., 2018).
Both MMA(III) and DMA(III) can bind to the PML-RARx oncoprotein and
are cytotoxic to APL cells, because MMA(III) and DMA(III) increase
apoptosis in the APL cell line NB4. The binding of MMA(III) or DMA(III)
to PML-RAR«a does not lead to oncoprotein degradation or cellular dif-
ferentiation, suggesting that APL therapy using arsenic does have mul-
tiple mechanisms in the remission of malignant disease (Wang et al.,
2015). Accordingly, most of the previous studies focused on individual
proteins clearly show that the interaction of arsenic with RING finger
domains disrupts the function of proteins that are involved in several
cellular processes and can increase the potential of malignant and
nonmalignant disease development or, as in the case of As;O3 and APL,
contribute to cancer therapy.

Most of the previous studies focused on individual proteins and
provided an exhaustive characterization of the effects of arsenic on
protein target function. Additionally, there are several massive studies
that have detected multiple arsenic-binding proteins. A study found that
biotin-arsenic binds to 360 different proteins using a human proteome
microarray (Zhang et al., 2015b), so more cases of arsenic-protein in-
teractions detrimental to protein function in human cells are expected.
Another study identified over 40 different proteins that bind to bio-
tin-arsenic in APL cell line NB4 (Zhang et al., 2015a). Moreover, a study
found that arsenic binds to 50 different proteins in MCF-7 breast cancer
cells (Zhang et al., 2007). Notably, iAs(IIl) inactivates ~200 different
enzymes in human cells (Abernathy et al., 1999), and it is highly likely
that arsenic-protein interaction events are detrimental to both protein
function and cell homeostasis (Hunt et al., 2014; Shen et al., 2013). Of
note, pyruvate kinase M2 (PKM2) was identified as an arsenic-binding
protein in NB4 APL cells. PKM2 is a glycolytic enzyme that promotes
anaerobic glycolysis and the growth of malignant cells in hypoxic mi-
croenvironments. Arsenic suppresses the activity of PKM2 and reduces
NB4 cell proliferation, suggesting that the inhibition of PKM2 activity
and the alteration of cell metabolism by arsenic may contribute to the
inhibition of APL by As;03 (Zhang et al., 2015a). Furthermore, PMK2
and p-tubulin were identified as arsenic-binding proteins in MCF-7 cells.
Nevertheless, in this study arsenic did not affect PKM2 activity, likely
because the cysteine residues in this protein are located distant to the
active site (Zhang et al., 2007). In breast cancer and APL cells treated
with AspOg, the C12 and C213 residues of p-tubulin likely bind to
arsenic, blocking the GTP-binding site and affecting p-tubulin poly-
merization and microtubule dynamics (Li and Broome, 1999; Zhang
et al., 2015b; Zhang et al., 2007). Hexokinase 2 is a glycolytic enzyme



C.A. Vergara-Geronimo et al.

overexpressed in many cancers and arsenic binds directly to hexokinase
2, reducing enzymatic activity and disrupting the regulation of glycol-
ysis in malignant cells (Zhang et al.. 2015b). One of the more recently
reported cases of arsenic binding to proteins is the identification of the
interaction of As;O5 with purified p53 protein. Data show that As;Os3
binds to p53 through the C124, C135 and C141 cysteine residues clus-
tered in a region adjacent to the DNA binding domain of p53. The
interaction of AsyO3 and p53 rescues the tumor suppressor function of a
mutated p53 protein (Chen et al., 2021). The arsenic-p53 interaction
indicates that p53 may be one of the most promising therapeutic targets
of arsenic, because p53 is the most frequently mutated gene in different
types of cancer (Martinez-Jimenez et al., 2020). Therefore, arsenic
binding to proteins is widely distributed and may target proteins with
individual cysteines, cysteine clusters, ZnF motifs and RING finger
domains.

5. Endocrine disruption by arsenic is related to arsenic
interaction with nuclear receptors

Arsenic is an endocrine disruptor that alters the physiology of hor-
monally regulated tissues and may promote cancer development. In fact,
epidemiological studies suggest that chronic exposure to arsenic may be
involved in the development of cancer in hormonally regulated tissues
such as breast cancer (Pullella and Kotsopoulos, 2020). There is exper-
imental evidence that arsenic acts as an endocrine disruptor in vivo, in
vitro, and in cell-free assays. In the rat uterus, NaAsO; acts in vivo as an
endocrine disruptor of ERa, affecting the protein abundance and the
genomic function of ERa (Chatterjee and Chatterji, 2010; Ronchetti
et al., 2016). Prenatal exposure to arsenic can increase the trans-
formation potential of the mammary gland and the risk of breast cancer
development, because NaAsO, acts as an endocrine disruptor in utero,
affecting the prepubertal development of the mammary gland and
increasing the postpubertal expression of ER« in the mammary epithe-
lium (Parodi et al., 2015). The NaAsOy compound acts as an endocrine
disruptor in vitro and reduces the ligand-dependent genomic function of
the nuclear receptor family members thyroid hormone receptor, retinoic
acid receptor (Davey et al., 2008), progesterone receptor, mineralocor-
ticoid receptor (Bodwell et al., 2006), glucocorticoid receptor (Bodwell
et al., 2004; Meakin et al., 2020), ERa and ERp (Davey et al., 2007).
Additionally, Meakin et al. found that MMA(III) and DMA(III) act in vitro
as endocrine disruptors of the glucocorticoid receptor (Meakin et al.,
2020), and Gosse et al. identified that MMA(III) and monomethylarsonic
diglutathione disrupt the function of the progesterone and the gluco-
corticoid receptors (Gosse et al., 2014).

In MCF-7 cells, NaAsO; binds to the ligand binding site of ER«a
through the cysteine residues C381 and C447 and competes with the
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binding of estradiol (E2) (Fig. 3). These amino acid residues are in close
spatial proximity in the three-dimensional structure of ERa, and arsenite
binding reduces the genomic function of this hormonal receptor. This
suggests that the mechanism of underlying the inhibition of the genomic
activity of ERa by arsenic may be related to the inhibition of ligand
binding (Stoica et al., 2000). Nevertheless, NaAsO; binds to ZnF motifs
in the DNA binding domain of ERa (Fig. 3), potentially impairing its
binding to DNA and its transcriptional regulatory functions ea in the
human genome (Kitchin and Wallace, 2005; Zhao et al., 2012). In fact,
monomethylarsonic diglutathione and MMA(III) compounds reduce the
DNA binding of the progesterone receptor and the glucocorticoid re-
ceptor (Gosse et al., 2014), although a direct binding of arsenic to the
DBD of these nuclear receptors has not been detected. This suggests that
arsenic acts as a general disruptor of nuclear hormone receptor trans-
activation through direct binding to their ligand-binding domain and to
the DNA-binding domain, impairing the interaction between hormone
nuclear receptors and their response elements in DNA (Fig. 3). The
physiological consequences of hormonal disruption by arsenic may vary
depending on the tissue and cell type. In MCF-7 cells, NaAsO; inhibits
the E2-dependent transcriptional function of ERux in vitro (Davey et al.,
2007) but increases the expression and activity of ERa in the rat pitui-
tary gland and uterus in vivo (Ronchetti et al., 2016). In contrast, arsenic
exposure in MCF-7 cells promotes E2-independent cell proliferation and
increases the mesenchymal phenotype, increasing cell transformation
(Danes et al., 2020; Selmin et al., 2019). As»03 can also revert the ERa-
negative phenotype of the breast cancer cell line MDA-MB-231 into an
ERa-positive phenotype, because As;O; depletes SAM and down-
regulates the DNA methyltransferase DNMT1, leading to demethylation
of the ESR1 gene promoter and an increase in ERa expression. These
molecular changes turn MDA-MB-231 into an ER-positive cell line that
requires E2 for cell growth, and sensitize these cells to the antiestrogen
tamoxifen, suggesting a way to induce antiestrogen sensitivity for use in
endocrine therapy in ERa-negative breast cancer (Du et al., 2012). In
summary, arsenic interacts with ZnF motifs in the DNA binding domain
and with a pair of cysteine residues in the ligand binding domain in
several members of the nuclear receptor family, and these interactions
contribute to explaining the endocrine disruption by arsenic in hor-
monally regulated tissues.

6. Conclusions

Arsenic interactions with proteins may be one of the mechanisms to
understand the toxicity of this metalloid. Trivalent arsenic molecules
interact with different structures in proteins in a predictable way,
including accessible individual cysteines, spatial clusters of individual
cysteines, ZnF motifs and RING finger domains. The interaction of
arsenic with proteins affects the function of the protein targets in human
cells and disrupts different cellular processes including DNA and histone
epigenetic modifications, mRNA transcriptional regulation, premRNA
splicing, DNA damage repair, the transcriptional response to oxidative
stress, ribosome-associated protein quality control, glycolysis and
microtubule dynamics (Fig. 4). The identified arsenic-protein in-
teractions are related to mutagenesis, epigenotoxicity, endocrine
disruption, altered control of gene expression, and metabolism disrup-
tion. Studies on arsenic-protein interactions suggest that the disruptive
interaction of arsenic with proteins is a mechanism related to the
development of diseases associated with chronic arsenic exposure.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Editor: Lawrence Lash Arsenic is associated with the development of breast cancer. However, the molecular mechanisms of arsenic

induction of breast cancer are not fully defined. Interaction with zinc finger (ZnF) motifs in proteins is one of the

Keywords: proposed mechanisms of arsenic toxicity. GATA3 is a transcription factor that regulates the transcription of genes
Arsenic associated with cell proliferation, cell differentiation and the epithelial-mesenchymal transition (EMT) in
GATA3 mammary luminal cells. Given that GATA3 possesses two ZnF motifs essential for the function of this protein and
:;;?t caneer that arsenic could alter the function of GATA3 through interaction with these structural motifs, we evaluated the

effect of sodium arsenite (NaAsO2) on GATA3 function and its relevance in the development of arsenic-induced
breast cancer. Breast cell lines derived from normal mammary epithelium (MCF-10A), hormone receptor-positive
and hormone receptor negative breast cancer cells (T-47D and MDA-MB-453, respectively) were used. We
observed a reduction on GATA3 protein levels at non-cytotoxic concentrations of NaAsOz in MCF-10A and T-
47D, but not in MDA-MB-453 cells. This reduction was associated with an increase in cell proliferation and cell
migration in MCF-10A, but not in T-47D or MDA-MB-453 cells. The evaluation of cell proliferation and EMT
markers indicate that the reduction on GATA3 protein levels by arsenic, disrupts the function of this transcription
factor. Our data indicate that GATA3 is a tumor suppressor in the normal mammary epithelium and that arsenic
could act as an initiator of breast cancer by disrupting the function of GATA3.

1. Introduction

Breast cancer is a tumor disease that affects the mammary epithe-
lium, it is the cancer with the highest incidence and mortality for women
worldwide (Harbeck et al.,, 2019). There are multiple genetic and
environmental risk factors related to breast cancer development (Har-
beck et al., 2019), and recent epidemiological studies have identified the
chronic exposure to arsenic as a risk factor for breast cancer develop-
ment (Pullella and Kotsopoulos, 2020). Arsenic accumulates in breast
tumors, suggesting an association between breast cancer development
and increased arsenic exposure (Garg et al., 1994). However, the mo-
lecular mechanisms by which arsenic contributes to the development of
breast cancer are not fully defined. Interestingly, arsenic interacts with
zinc finger (ZnF) motifs, affecting the function of the target proteins and
contributing to the development of diseases associated with arsenic
exposure (Shen et al., 2013; Vergara-Geronimo et al., 2021). For

example, it has been shown that in cells of the erythro-megakaryocytic
lineage arsenic interacts with GATA1 and GATAZ, transcription factors
that contain ZnF motifs, and disrupts the function of these proteins.
These findings contribute to explain the development of hematological
disorders associated with arsenic exposure, including anemia (Medina
et al., 2022; Zhou et al., 2020).

GATA3 is a transcription factor that possess two ZnF motifs impor-
tant for the interaction with DNA in the consensus sequence 5-WGA-
TAR-3' and with coregulator proteins (Romano and Miccio, 2020).
GATAS3 promotes the differentiation of the luminal progenitor cells and
contributes to hold in check the proliferation of these cells (Asselin-
Labat et al., 2007; Kouros-Mehr et al., 2006). Additionally, GATA3 is
essential for the development of the mammary gland, from the embry-
onic stage to lactation (Slepicka et al., 2021). GATAS3 acts by promoting
the transcription of genes related to a mammary epithelial phenotype
(Kouros-Mehr et al., 2006). Notably, GATA3 is one of the genes more
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