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Abreviaturas

AS3MT – arsenito metiltransferasa

DAPI – 4′,6-diamidino-2-phenylindole

E2 – estradiol
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IARC – Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer

ILC2 – células linfoides innatas tipo 2

MMA (As[III]) – monometil arsenito

MMC – mitomicina C

NaAsO2 – arsenito de sodio
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RNA PolII – RNA polimerasa 2

RT-qPCR – PCR cuantitativa

SC – suero de caballo

SDS- dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE - electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SFB – suero fetal bovino

Th2 – células T auxiliares tipo 2

Zn – zinc

ZnF – dedos de zinc
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Resumen

La exposición a arsénico está asociada con el desarrollo de cáncer de mama. Sin embargo, los 

mecanismos moleculares de por los que el arsénico contribuye al desarrollo de cáncer de 

mama no están completamente definidos. La interacción con motivos de dedos de zinc (ZnF) 

en proteínas es uno de los mecanismos de toxicidad del arsénico. Por otro lado, GATA3 es un 

factor de transcripción que regula la transcripción de genes asociados con la proliferación 

celular,  la  diferenciación celular  y  la  transición epitelio-mesénquima (EMT) en células 

luminales del epitelio mamario. Debido a que GATA3 posee motivos ZnF esenciales para la 

función de esta proteína y a que el arsénico podría alterar la función de GATA3 a través de la 

interacción  con  estos  motivos  estructurales,  evaluamos  el  efecto  del  arsenito  de  sodio 

(NaAsO2) en la función de GATA3 y su relevancia en el desarrollo de cáncer de mama 

inducido por arsénico. Se utilizaron líneas celulares de mama derivadas de epitelio mamario 

normal (MCF-10A) y en células derivadas de cáncer de mama luminal (T-47D y MDA-MB-

453). Observamos una reducción en los niveles de proteína GATA3 a concentraciones no 

citotóxicas de NaAsO2 en MCF-10A y T-47D, pero no en células MDA-MB-453. Esta 

reducción se asoció con un aumento en la proliferación y la migración celular en MCF-10A, 

pero  no  en  T-47D  o  MDA-MB-453.  La  evaluación  de  marcadores  moleculares  de 

proliferación celular y de EMT (FOXA1, E-cadherina, N-cadherina, receptor de estrógenos 

alfa, receptor de progesterona, Zeb2) indica que la reducción de los niveles de proteína 

GATA3 por el arsénico altera la función de este factor de transcripción. Nuestros datos 

sugieren que GATA3 es un supresor de tumores en el epitelio mamario normal y que el  

arsénico podría actuar como iniciador del cáncer de mama al alterar la función de GATA3.
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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 (NaAsO2) 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 

NaAsO2 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 GATA3 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.
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Introducción

Complejidad estructural de la glándula mamaria

El epitelio mamario es un tejido epitelial estratificado que posee dos capas celulares y que 

forma un sistema de lóbulos 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 contráctil, mientras que la capa externa posee células luminales 

progenitoras y células luminales maduras que secretan leche en los lóbulos de la glándula 

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.

Figura 1. Esquema de la estructura de los lóbulos y ductos mamarios. Ambas estructuras 
están 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 está 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 proliferación 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 análisis a nivel histológico, molecular y 

clínico (Harbeck et al.,  2019).  Los subtipos histológicos del carcinoma mamario son el 

carcinoma in situ y el carcinoma invasivo. Existen múltiples clasificaciones basadas en el 

análisis  de  marcadores  moleculares  a  nivel  genómico  (TCGA,  2012),  transcriptómico 

(TCGA, 2012) y proteómico (Bouchal et al., 2019; TCGA, 2012). La clasificación clínica 

divide el carcinoma mamario en los subtipos luminal A, luminal B, HER2 enriquecido y 

triple negativo (Harbeck & Gnant, 2017). 

El cáncer de mama luminal A se caracteriza presenta células que expresan el ER-α, el 

PR, y que tienen una baja tasa de proliferación celular y una baja expresión del marcador de 

proliferación celular Ki67. El subtipo luminal B también comprende a tumores que expresan 

el ER-α y el PR, pero que tienen una mayor expresión de Ki67 y una mayor proliferación  

celular. El carcinoma mamario HER2 enriquecido se caracteriza por la sobreexpresión del 

receptor HER2, que promueve la proliferación celular. Finalmente, el subtipo triple negativo 

es  el  conjunto  más  heterogéneo  y  comprende  una  serie  de  tumores  que  comparten  la 

característica de no expresar el ER-α, el PR ni a HER2 (Cuadro 1) (Feeley et al., 2013;  

Harbeck & Gnant, 2017; Harbeck et al., 2019; Höller et al., 2023). Los subtipos de carcinoma 

mamario luminal A y luminal B tienen una expresión génica similar a las células luminales 

ER-α+/PR+ maduras y el subtipo triple negativo tienen una expresión génica similar a las 

células troncales mamarias, por lo que estas podrían 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 orígenes celulares, y que esto constituye uno de los 

factores de la heterogeneidad de esta enfermedad (Tharmapalan et al., 2019).

Cuadro 1. Características principales de los subtipos clínicos de cáncer de mama.
Subtipo Características principales Posibles células de origen
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Luminal A

ER-α+/PR+(≥1% de positividad 
celular)
Expresión baja de Ki67 (≤14% de 
positividad celular)

Luminales maduras

Luminal B

ER-α+/PR+ (≥1% de positividad 
celular)
Expresión elevada de Ki67 (≥14% 
de positividad celular)

Luminales maduras

Her2 enriquecido Sobreexpresión del receptor HER2 Desconocido

‍Triple negativo
ER-α-
PR-
HER2-

Células troncales mamarias

Las líneas celulares son un modelo del cáncer de mama

La caracterización molecular de distintas líneas celulares de cáncer de mama indica que estas 

se  pueden categorizar  en grupos similares  a  los  subtipos luminal  A,  luminal  B,  HER2 

enriquecido y triple negativo del cáncer de mama. Esto se debe a que la expresión génica y las 

alteraciones genéticas y epigenéticas de las líneas celulares de cáncer de mama son similares 

a las que se encuentran en los diferentes subtipos de tumores mamarios. Por este motivo, las 

líneas celulares son un modelo de los tumores mamarios (Dai et al., 2017; Neve et al., 2006)

. La línea celular de cáncer de mama T-47D es similar al cáncer de mama luminal porque 

expresa los receptores hormonales ER-α y PR, tiene un bajo potencial metastásico y por las  

alteraciones genéticas que presenta (Holliday & Speirs, 2011; Qu et al., 2015). La línea 

celular MDA-MB-453 es una línea celular de cáncer de mama luminal que no expresa los 

receptores hormonales ER-α y PR (Lukey et al., 2019). Sin embargo, también existen líneas 

celulares que son modelos experimentales del epitelio mamario normal. La línea celular 

MCF-10A está derivada de células de mama fibroquística 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 líneas celulares que permiten estudiar la función del epitelio mamario y 

del cáncer de mama.

Factores que contribuyen al desarrollo del cáncer de mama

Los factores que contribuyen al desarrollo del cáncer de mama son diversos, pero pueden 

clasificarse en dos grupos principales: factores genéticos y factores ambientales. Entre los 

factores  genéticos  se  encuentra  la  predisposición  genética  conferida  por  mutaciones 

germinales,  como  diversas  mutaciones  registradas  en  los  genes  supresores  de  tumores 

BRCA1 y BRCA2 (Harbeck et al., 2019). Las mutaciones somáticas causadas por los errores 

de la maquinaria de duplicación del DNA durante la división celular también constituyen un 

factor genético del desarrollo del cáncer de mama. Estas mutaciones, que pueden ser de baja 

penetrancia  para  el  desarrollo  del  cáncer  de  mama,  se  acumulan  y  comprometen  la 

homeostasis de la glándula mamaria (Tharmapalan et al., 2019). Los genes con mutaciones 

somáticas  más  frecuentemente  detectados  en  secuenciaciones  del  exoma  en  tumores 

mamarios son los genes PIK3CA, TP53, y GATA3. Los factores ambientales relacionados con 

el  desarrollo  del  cáncer  de  mama  son  la  exposición  a  las  hormonas  estradiol  (E2), 

progesterona (P4) y a sus análogos sintéticos, la obesidad, el tabaquismo, el alcoholismo, y la 

exposición crónica al metaloide arsénico (Harbeck et al., 2019; Pullella & Kotsopoulos, 

2020; Tharmapalan et al., 2019).

El arsénico es un metaloide relacionado con el desarrollo del cáncer 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 minería y la agricultura (IARC, 2012; Smedley & Kinniburgh, 2002). El agua de bebida 

contaminada por minerales del arsénico es la principal vía de exposición a este metaloide en 
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múltiples  localidades  alrededor  del  mundo,  principalmente  en  países  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 300μg As/L (IARC, 2012; López-Carrillo 

et al., 2014). Se estima que entre 200 y 300 millones de personas alrededor del mundo están 

crónicamente expuestas a concentraciones superiores a los 10μg As/L a través del agua de 

bebida, el límite permisible establecido por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

(IARC, 2012). Sin embargo, también existe la exposición a arsénico a través del aire que, en 

áreas contaminadas, puede llegar a 1μg As/día, la exposición ocupacional y la exposición a 

través  de  alimentos  cultivados  en suelos  contaminados  con arsénico (IARC, 2012).  La 

Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) 

clasifica  al  arsénico  como  un  carcinógeno  para  humanos,  pues  existe  evidencia 

epidemiológica sólida sobre la relación entre la exposición a arsénico y el desarrollo de 

cáncer  de  piel,  de  pulmón,  de  riñón y  de  vejiga  (IARC, 2012).  Sin  embargo,  estudios 

epidemiológicos recientes relacionan la exposición a arsénico con el desarrollo de cáncer de 

mama (Pullella & Kotsopoullos, 2020). Específicamente, se encontró en un estudio ambiental 

que la exposición a arsénico en aire se relaciona con el  desarrollo de cáncer de mama 

(β=5.21[1.72-8.7])  (Vu et  al.,  2019).  López-Carrillo  y colaboradores  encontraron en un 

estudio de casos y controles que mujeres que tienen una menor capacidad de metilación del  

monometil arsenito MMA(As[III]) tienen un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama 

(OR=4.05[1.63-10.04]) (López-Carrillo et al., 2020). En un estudio de cohorte prospectivo, 

se encontró que una mayor concentración atmosférica de arsénico se relaciona directamente 

con el riesgo de desarrollar cáncer de mama de tipo receptor hormonal negativo (HR-) 

(HR=1.7[1.1-2.5]) (Liu et al., 2015). También, se encontró que una mayor concentración 

total de arsénico en sangre incrementa significativamente el riesgo de desarrollar cáncer 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 cáncer de mama aún no están 

completamente definidos.

Mecanismos de la carcinogénesis por el arsénico

El  arsénico  tiene  múltiples  mecanismos  de  toxicidad  que  se  pueden  relacionar  con  el 

desarrollo del cáncer de mama. El arsénico causa estrés oxidativo porque su metabolismo 

consume glutatión (GSH), alterando el balance redox en la célula. Tras su ingreso a la célula, 

el arsénico se metaboliza antes de su eliminación. La metilación oxidativa es el principal  

mecanismo de metabolización del arsénico (Kumagai & Sumi, 2007), y consiste en una serie 

de metilaciones oxidativas y óxido-reducciones del arsénico a cargo de las enzimas arsenito 

metiltransferasa (AS3MT) y glutatión sulfhidrilo transferasa omega (GSTO). La actividad de 

estas enzimas genera dimetil arsenito [DMA(As[III])], que es el metabolito del arsénico más 

abundante en la orina (Kumagai & Sumi, 2007; López-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, además de  

inhibir la actividad de la maquinaria de respuesta al daño a DNA (Kumagai & Sumi, 2007). A

dicionalmente, la metilación 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 activación de la expresión génica de 

oncogenes o el silenciamiento de genes supresores de tumores, promoviendo el desarrollo 

tumoral (Q. Y. Chen et al., 2019).

El arsénico también actúa como un disruptor endócrino in vitro e in vivo en células y 

tejidos endócrinos (Davey et al., 2007; Chatterjee & Chatterji, 2010; Ronchetti et al., 2016). 

En el caso del epitelio mamario, el arsénico actúa como un inhibidor de la actividad del ER-α 
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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 proliferación de 

las células del epitelio mamario (Hannan et al., 2022). El arsénico se une al sitio de unión al 

ligando del ER-α (Stoica et al., 2000) y a los motivos de dedos de zinc (ZnF) de receptores 

hormonales como el ER-α y el PR (Gosse et al., 2014), lo que sugiere que este metaloide 

altera la actividad dependiente de ligando y la unión de estos factores de transcripción a sus 

secuencias de unión al DNA.

La interacción del arsénico con los motivos de dedos de zinc (ZnF) en las proteínas es 

un mecanismo de toxicidad del arsénico (Zhou et al.,  2011; Shen et al,  2013; Vergara-

Gerónimo et al., 2021). El arsénico desplaza el zinc en los ZnF, altera la estructura de estos 

motivos estructurales y abate la función de las proteínas blanco (Kitchin & Wallace, 2005; 

Sun et al., 2014; Zhou et al., 2011). Además, el arsénico puede interaccionar con regiones de 

las proteínas que poseen residuos de cisteína próximas entre sí en el espacio tridimensional, 

como en el caso de p53, que posee tres cisteínas que pueden interaccionar con arsénico (Chen 

et al., 2021; Kitchin & Wallace, 2005; Stoica et al., 2000). Debido a que la alteración en la 

función de las proteínas con motivos ZnF es un factor en el desarrollo del cáncer (Cassandri et 

al., 2017; Jen & Wang, 2016; Krishna et al., 2003), se ha propuesto que la interacción del 

arsénico con motivos ZnF es un factor en el desarrollo de cáncer (Vergara-Gerónimo et al.,  

2021).

GATA3 es una proteína relacionada con el desarrollo del cáncer de mama

Los factores de transcripción GATA comprenden una familia de proteínas con seis genes 

parálogos, de GATA1 a GATA6. Los factores GATA poseen una región N-terminal con uno 

o dos dominios de activación, un dominio de unión a DNA con dos motivos con ZnF, y una 

región C-terminal  variable  (Romano & Miccio,  2020).  La  función de  los  dominios  de 
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activación es contribuir a la regulación de la actividad transcripcional. Los motivos con ZnF 

de los factores GATA son importantes para la interacción directa con DNA con la secuencia 

consenso  5’-WGATAR-3’  y  para  la  interacción  proteína-proteína  con  proteínas 

correguladoras de la transcripción como el ER-α y el PR. Finalmente, la región C-terminal es 

una región variable que contribuye a regular la degradación de la proteína por el proteasoma 

(Y. Chen et al.,  2012; Romano & Miccio, 2020; Tanaka et al.,  2020). Otras secuencias 

importantes en las proteínas GATA son la secuencia de importación nuclear canónica y la 

secuencia de homodimerización (Du et al., 2015; Ho et al., 2009).

Todos los factores GATA se expresan en múltiples tejidos y todos los factores GATA, 

excepto GATA5, son genes esenciales cuya deleción en el modelo murino causa letalidad en 

el estadio embrionario. Además, múltiples enfermedades humanas están relacionadas con las 

mutaciones en los factores GATA, como la leucemia linfocítica aguda y el síndrome HDR 

(hipoparatiroidismo,  sordera  neurosensorial  y  enfermedad  renal)  relacionadas  con 

mutaciones en GATA3, o la enfermedad cardíaca congénita, relacionada con mutaciones en 

GATA4, GATA5 o GATA6  (Tremblay et al., 2018). Sin embargo, solo la alteración en la 

función del factor de transcripción GATA3 en el epitelio mamario está relacionada con el 

desarrollo del cáncer de mama (Yu et al., 2019). El factor de transcripción GATA3 se expresa 

en las células luminales del epitelio mamario (Romano & Miccio, 2020) y es esencial para el 

desarrollo embrionario de la glándula mamaria, para el proceso de diferenciación 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  transcripción  pionero,  en  el  sentido  de  que  es  un  factor  de 

transcripción que tiene  la  capacidad interaccionar  con la  cromatina  compacta  y  que es 

necesario para la introducción de marcas epigenéticas y el reclutamiento de otros factores de 
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transcripción y de la RNAPolII durante el proceso de transcripción (Romano & Miccio, 2020; 

Takaku et al., 2020; Theodorou et al., 2013). GATA3 es un factor de transcripción que se une 

principalmente a secuencias enhancer, que están distantes de los promotores y que se ubican 

en regiones intrónicas 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 diferenciación de las células luminales progenitoras del epitelio 

mamario  y  mantiene  el  estado  diferenciado  de  las  células  luminales  maduras  porque 

promueve la transcripción de genes relacionados con un fenotipo epitelial, aunque también se 

ha  demostrado  que  reprime  la  expresión  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 expresión del gen CDH1, que codifica la E-cadherina, 

una proteína de uniones adherentes que además es un importante marcador de tejido epitelial 

(Wheelock et al., 2008; Yan et al., 2010); además, GATA3 reprime la expresión del gen 

ZEB2,  que  codifica  el  factor  de  transcripción  que  promueve  la  transición  epitelio-

mesénquima (EMT) Zeb2 (Si et al., 2015).

La reducción en los niveles de expresión de GATA3 en el epitelio mamario promueve 

la EMT e incrementa la migración en invasión 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 expresión de GATA3 se encuentra alterada en algunos tipos de tumores mamarios 

en comparación con el epitelio mamario sano, con niveles mayores en el cáncer de mama 

luminal, pero con menores niveles de expresión en el cáncer de mama triple negativo (Takaku 

et al., 2018; Yu et al., 2019). Sin embargo, no solo los niveles de expresión alterados de 

GATA3 se relacionan con el cáncer de mama, ya GATA3 está 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  transcripción  esencial  en  la  homeostasis  de  las  células  luminales  del  epitelio 

mamario cuya función está alterada en los subtipos de cáncer de mama luminal y triple 

negativo.

19



Justificación

GATA3 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 función de 

GATA3 se altere durante la carcinogénesis en el epitelio mamario inducida por la exposición 

a arsénico.

Pregunta de investigación

¿Se  altera  la  función  de  GATA3 en  líneas  celulares  del  epitelio  mamario  expuestas  a 

arsénico? 

Hipótesis

El arsénico reducirá la expresión y la función de GATA3, y ocasionará una disminución de la 

diferenciación  celular  y  un  incremento  en  la  proliferación  celular  en  líneas  celulares 

derivadas del epitelio mamario.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto del arsénico en la función del factor de transcripción GATA3 en líneas  

celulares del epitelio mamario.

Objetivos específicos

- Determinar la máxima concentración de exposición no citotóxica de arsenito de sodio 

(NaAsO2), en las líneas celulares derivadas del epitelio mamario humano.

- Evaluar el efecto de la exposición a concentraciones no citotóxicas de NaAsO2 en los 

niveles de proteína de GATA3.

- Determinar  el  efecto  del  tratamiento  con NaAsO2 en  la  proliferación celular,  la 

migración y la invasión celular dependientes de GATA3.

- Evaluar el  efecto de la exposición a NaAsO2 en la expresión génica de blancos 

transcripcionales de GATA3.

- Evaluar el  efecto de la exposición a NaAsO2 en la expresión génica de blancos 

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

Cultivo de líneas celulares.

Se utilizaron las líneas 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 μg/mL insulina bovina (SIGMA®). La línea celular 

T-47D se cultivó 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 realizó a 37°C en una incubadora 

con atmósfera humificada y con 5% de CO2. La línea celular MDA-MB-453 se cultivó en 

medio Leibovitz L-15 (GIBCO®) suplementado con 10% de SFB (GIBCO®) inactivado por 

calor.  El cultivo de MDA-MB-453 se realizó a 37°C en una incubadora con atmósfera 

humificada y sin CO2. Solo se usaron células anteriores al pase 10.

Tratamientos con NaAsO2.

Se preparó NaAsO2 1M (SIGMA®) en agua bidestilada y el día de los tratamientos se 

prepararon  diluciones  frescas.  Se  sembraron  las  células  en  cajas  de  cultivo  de  tamaño 

adecuado para cada experimento a una densidad celular de 7,500 células cm-2 para MCF-10A, 

30,000 células cm-2 para T-47D, y de 120,000 células cm-2 para MDA-MB-453. 24 horas 

después, se inició un tratamiento de 72 horas con NaAsO2. 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 

inició un tratamiento de 72 horas con NaAsO2 en concentraciones de 0.1 a 5 µM. Al finalizar 

el tratamiento, las células se tiñeron con FDA (diacetato de fluoresceína, SIGMA®) y se 

determinó el porcentaje de viabilidad celular por fluorometría a 355 nm de excitación y 460 

nm de emisión. Las células sin tratamiento fueron usadas para la normalización. Se usó como 

control positivo de citotoxicidad el tratamiento con 1 µM de mitomicina C (SIGMA®).

Lisados celulares.

Todo el procedimiento se realizó a 4°C. Se eliminó el medio de cultivo por aspiración y se 

realizó un lavado con PBS 1X (137 mM de NaCl, 3 mM de KCl, 8 mM de Na2HPO4, 2 mM de 

KH2PO4) estéril. Las células se despegaron de la caja de cultivo con un gendarme de plástico 

usando  amortiguador  de  lisis  (PBS  1X,  1%  SDS,  1%  Tritón  X-100)  adicionado  con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail, 

Thermo Scientific™). El lisado celular se transfirió a un microtubo, se sonicó  realizando tres 

rondas de diez pulsos a una amplitud del 30%. Los lisados obtenidos se almacenaron a -80°C 

hasta su uso. La proteína en las muestras se cuantificó usando el kit DC™ Protein Assay (Bio-

Rad©).

SDS-PAGE y Western blot cuantitativo.  

Se realizó Western blot cuantitativo, en el que la intensidad de las bandas es directamente  

proporcional  a  la  concentración  de  la  proteína  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-α (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 (concentración final 50 mM de Tris-HCl pH 6.8, 

10% glicerol, 2% SDS, 0.01% azul de bromofenol, 2% β-mercaptoetanol) para desnaturalizar 

las proteínas. Las muestras se cargaron en un gel de SDS-PAGE al 12% y se realizó la  

electroforesis usando amortiguador de corrida (25 mM de Tris, 200 mM de glicina, 1% SDS). 

Al finalizar la electroforesis, el gel obtenido se lavó en amortiguador de transferencia (25 mM 

de Tris, 200 mM de glicina, 20% metanol) durante 20 minutos usando agitación ligera. Las 

proteínas separadas en el gel se transfirieron a 15V, por el método semiseco, a una membrana 

de nitrocelulosa (Amersham™ Protran™ Premium 0.45 μm NC) o PVDF (Immobilon®-P, 

Millipore®). La membrana obtenida se bloqueó 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 incubó con 

el anticuerpo primario y con el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa de rábano (ver 

en Cuadro 2). El gel de SDS-PAGE se tiñó con azul de Coomassie brillante R-250 (BIO-

RAD) al 0.1% durante 15 minutos en agitación ligera,  y se destiñó durante 1 hora. Se 

revelaron los complejos inmunes usando el kit Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE HealthCare) y se detectó la señal de quimioluminiscencia usando el  

C-DIGIT® de LI-COR©. La señal obtenida se cuantificó usando el software Image Studio 

Lite Ver 5.2 de LI-COR©. Como controles de carga, cuantificamos la densidad óptica de los 

carriles de los geles SDS-PAGE teñidos con azul brillante de Coomassie (CBB), ya que este 

es un método sensible para evaluar la cantidad de proteína cargada en geles de SDS-PAGE 

(McDonough et al., 2014; Welinder & Ekblad, 2011).

Extractos de RNA total.

Se eliminó el medio de cultivo por aspiración y se realizó un lavado a las células usando PBS 

1X estéril. Para extraer el RNA total de las células se utilizó el kit RNeasy de Qiagen. La 
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muestra de RNA total se almacenó a -80°C hasta su uso. El contenido de RNA en las muestras 

se cuantificó usando el NanoVue Plus Spectrophotometer (GE HealthCare).

PCR cuantitativa (RT-qPCR).  

Se utilizó el kit SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen™) para la síntesis de 

cDNA a partir de los extractos de RNA total. Se utilizó el kit TaqMan™ Universal PCR 

Master Mix (Thermo Scientific™) y las sondas TaqMan™ Gene Expression Assay para los 

genes  GATA3  (Hs00231122),  FOXA1  (Hs04187555),  CDH1  (Hs01023895),  ESR1 

(Hs01046816), PGR (Hs01556702), BCL2 (Hs00608023) para realizar la PCR cuantitativa 

en 40 ciclos. Se usó el gen GUSB (Hs00939627) como control endógeno porque sus niveles 

de mRNA no se alteran por la exposición a arsénico (Udensi et al., 2011).

Ensayos de proliferación celular.  

Se sembraron las células en cajas de cultivo de 96 pozos. 24 horas después de la siembra, se 

inició un tratamiento de 72 horas con concentraciones no citotóxicas de NaAsO2. Al finalizar 

el tratamiento, las células se tiñeron con DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, Thermo® 

Scientific) y se determinó el porcentaje de proliferación celular por fluorometría a 355 nm de 

excitación y 460 nm de emisión. Las células sin tratamiento fueron usadas para la normalizaci

ón.

Ensayo de migración celular.

Las células se trataron durante 72 horas con dosis no citotóxicas de NaAsO2 en cajas de 12 

pozos. Al finalizar el tratamiento, se inició 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 rasgó usando una 

punta de micropipeta estéril y se tomaron fotografías en las mismas zonas de la caja de cultivo 

cada 24 horas. El área de la herida se midió como pixeles cuadrados usando el sotware ImageJ 
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y el porcentaje de migración celular se determinó usando la fórmula %=100*((Áreati-Áreat0)/

Áreat0).

Ensayo de invasión celular.  

La  línea  celular  MCF-10A  fue  tratada  durante  72  horas  con  NaAsO2.  Al  finalizar  el 

tratamiento, las células fueron tripsinizadas y sembradas en insertos cubiertos con Matrigel® 

(CORNING®) a una densidad de 84,000 células por cm² en medio de cultivo sin SC. Se usó 

medio de cultivo suplementado con SC en el fondo del pozo para inducir la quimiotaxis. 

Además, se usó medio de cultivo sin SC como control negativo de la invasión de Matrigel®. 

Tras 24 horas, las células que no invadieron se removieron usando cotonetes de algodón, y las 

células que invadieron se fijaron con metanol, se tiñeron con azul de toluidina al 1%, y se 

contaron usando un microscopio óptico.

Generación de E. coli termocompetentes por el método de CaCl

Se utilizó la cepa RC39 de Escherichia coli (E. coli) DH5α (Thermo Scientific™) donada por 

el Dr. Rafael Camacho Carranza. Se realizó un precultivo de la cepa RC39 en 5 mL de medio 

LB incubado  a  37°C  en  agitación  constante  toda  la  noche.  A  la  mañana  siguiente  se 

inocularon 500 mL de medio LB fresco usando el precultivo de RC39 y se incubaron a 37°C 

en agitación constante hasta obtener una DO600=0.3. El cultivo se centrifugó a 1,500 g 

durante 5 minutos y a 4°C y el botón de células obtenido se resuspendió en 30 mL de solución 

de MgCl2-CaCl2 (80 mM MgCl2, 20 mM CaCl2). Las células se centrifugaron a 1,500 g 

durante 5 minutos y a 4°C y el botón de células obtenido se resuspendió en 20 mL de CaCl2 

0.1 M. Se hicieron alícuotas de 500 μL de mezcla que se congelaron usando nitrógeno líquido 

y se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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Clonación de plásmidos.

Se transformaron por medio de choque térmico células termocompetentes de la cepa RC39 

utilizando los pásmidos GATA3-pCDNA3.1 y RSV/hGATA3. La cepa RC39 fue donada por 

el Dr. Rafael Camacho Carranza, el plásmido GATA3-pCDNA3.1 fue donado por Arne S. 

Schaefer  (Addgene  plasmid  #115271;  http://n2t.net/addgene:115271; 

RRID:Addgene_115271)  y  el  plásmido  RSV/hGATA3,  por  Douglas  Engel  (Addgene 

plasmid #83814; http://n2t.net/addgene:83814; RRID:Addgene_83814) (Ko et al., 1991). Se 

extrajo el DNA plasmídico de las células obtenidas por medio de minipreps y se digirió 

usando las enzimas de restricción 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 plásmido y su tamaño aproximado. Se obtuvieron 

muestras  de  DNA plasmídico  de  las  clonas  utilizando  el  QIAGEN Plasmid  Maxi  Kit 

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Transfección transitoria de plásmidos.

La línea celular MCF-10A se sembró en cajas de seis pozos (CORNING®) a una densidad de 

60,000 células cm-2. Tras 24 horas de la siembra, se transfectaron los plásmidos GATA3-

pCDNA3.1 y RSV/hGATA3 utilizando el reactivo para transfección Lipofectamine™ 3000 

(Thermo Scientific™) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Análisis estadístico.

Se utilizó el software R 4.0.2 y los paquetes ggplot2, ggpubr y DescTools para realizar las 

gráficas y los análisis estadísticos. 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 vía o ANOVA de dos vías para identificar diferencias 

estadísticamente 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 estadística de la diferencia del 

promedio entre el control y los tratamientos.
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Resultados

Citotoxicidad de NaAsO2 en líneas celulares del epitelio mamario

Se realizaron curvas de citotoxicidad de NaAsO2 en las líneas 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 µM de NaAsO2. Se encontró que 2.5 µM de NaAsO2 fue 

la concentración más alta que no generó citotóxidad para ninguna de las tres líneas celulares, 

mostrando que no se redujo la viabilidad celular respecto al control sin tratamiento (Figura 1).

Figura 1. Efecto citotóxico del NaAsO2 en líneas celulares de epitelio mamario. Se muestran 
las  gráficas  del  porcentaje  de  viabilidad  celular  en  células  tratadas  con  NaAsO 2 en 
comparación 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 µM, 2.5 µM y 5 µM de NaAsO2. Como 
control positivo de citotoxicidad se usó 1  µM de  MMC. Se realizaron tres experimentos 
independientes con triplicado técnico. Se realizaron ANOVA de una vía y prueba de Dunnett 
para determinar la significancia estadística de la diferencia del promedio entre las células 
control y las células tratadas (*p≤0.05; **p≤0.01, ***p≤0.001).

Efecto del NaAsO2 en los niveles de proteína de GATA3 en líneas celulares del epitelio 

mamario

Para conocer si la exposición a concentraciones no citotóxicas de NaAsO2 altera la 

abundancia proteínica 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 líneas celulares. Se encontró que, al usar las condiciones resumidas en el Anexo 1, 

fue posible detectar confiablemente alteraciones en la abundancia proteínica 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).

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

Con las condiciones del Western blot cuantitativo estandarizadas para el anticuerpo 

de GATA3, se procedió a analizar el efecto del tratamiento con dosis no citotóxicas de 

NaAsO2 en la abundancia proteínica de GATA3. Se encontró que los tratamientos de 72 horas 

con 1 y 2.5 µM de NaAsO2 redujeron los niveles de proteína de GATA3 en MCF-10A (Figura 

3A). En T-47D, solo el tratamiento con 2.5 µM de NaAsO2 redujo de forma estadísticamente 

significativa los niveles de GATA3 (Figura 3B). Los tratamientos con NaAsO2 no alteraron 

significativamente la abundancia de GATA3 en MDA-MB-453 (Figura 3C).
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Figura 3.  El NaAsO2 redujo los niveles de proteína de GATA3 en MCF-10A y en T-47D. 
Western blot cuantitativo en las líneas celulares MCF-10A (A), T-47D (B) y MDA-MB-453 
(C), con su respectiva gráfica de veces de cambio. El gel teñido con azul de Commassie se usó 
como control de carga. Las células se trataron durante 72 horas con 1 o 2.5 µM de NaAsO2 pa
ra obtener un lisado celular. Se realizaron tres experimentos independientes con duplicado 
técnico.  Se  realizaron  ANOVA  de  una  vía  y  pruebas  de  Dunnett  para  determinar  la 
significancia estadística 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 inespecífica.

Efecto del NaAsO2 en la proliferación, migración e invasión celular en líneas celulares del 

epitelio mamario

Para evaluar si la reducción en los niveles de proteína de GATA3 estaba relacionada 

con alteraciones en la proliferación celular, se realizó una tinción con DAPI en las líneas 

celulares. Se encontró que el tratamiento con 1 μM de NaAsO2 incrementó la proliferación de 

las células MCF-10A (Figura 4A) y T-47D (Figura 4B). Sin embargo, el tratamiento con 2.5 

μM no alteró la proliferación celular en MCF-10A (Figura 4A), mientras que redujo la 

proliferación respecto al control en T-47D (Figura 4B). Los tratamientos con NaAsO 2 no 

alteraron la proliferación celular en la línea celular MDA-MB-453 (Figura 4C).
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Figura 4. El NaAsO2 incrementa la proliferación en células MCF-10A y T-47D. Las gráficas 
muestran el porcentaje de proliferación en células tratadas durante 72 horas con 1 o 2.5 μM de 
NaAsO2 en las líneas celulares A) MCF-10A, B) T-47D y C) MCDA-MB-453. Se realizaron 
ANOVA de una vía y pruebas de Dunnett para determinar la significancia estadística de la 
diferencia del promedio entre las células control y las células tratadas (*p≤0.05; **p≤0.01, 
***p≤0.001).

A continuación, se realizaron ayunos de suero para determinar el porcentaje de suero 

en el medio de cultivo que detiene la proliferación celular, como un requisito previo al  

análisis de la migración celular. En estos ensayos, se encontró que un ayuno de 24 y 48 horas 

con 1% de SC detiene la proliferación celular en MCF-10A (Figura 5A, 5B), mientras que el 

ayuno con 1% de SFB detiene la proliferación celular tanto en T-47D (Figura 5C, 5D) como 

en MDA-MB-453 (Figura 5E, 5F). De esta manera, se logró abatir la proliferación celular en 

los análisis de migración 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 proliferación celular. Las 
gráficas muestran el porcentaje de proliferación 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 vía y pruebas de Dunnett para determinar la significancia estadística 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 procedió a realizar los ensayos de cierre de herida durante un ayuno de suero. Se 

encontró que los tratamientos con 1 y 2.5 M de NaAsO2 incrementaron la migración celular 

en MCF-10A 24 y 48 horas después de la herida (Figura 6A, 6D). Sin embargo, estos 

tratamientos no alteraron la migración 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 NaAsO2 incrementaron la migración celular en MCF-10A. 
Las gráficas muestran el porcentaje de migración celular en células tratadas con 1 o 2.5 μM de 
NaAsO2 en comparación 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 vías y Tukey HSD para determinar la significancia 
estadística 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 imágenes representativas de las 
heridas en la monocapa de D) MCF-10A, E) T-47D, y F) MDA-MB-453.

A  continuación,  se  analizó  el  efecto  de  un  tratamiento  con  concentraciones  no 

citotóxicas de NaAsO2 en la  invasión de Matrigel® en la  línea celular  MCF-10A. Los 

tratamientos con 1 y 2.5 μM de NaAsO2 redujeron la invasión de Matrigel respecto al control 

sin tratamiento (Figura 7).
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Figura 7. El tratamiento con NaAsO2 reduce la invasión celular de Matrigel®. Gráfica de las 
veces de cambio de invasión de Matrigel® en células MCF-10A tratadas durante 72 horas con 
1 μM o 2.5 μM de NaAsO2. Se realizaron tres experimentos independientes con triplicado 
técnico.  Se  realizaron  ANOVA  de  una  vía  y  pruebas  de  Dunnett  para  determinar  la 
significancia estadística de la diferencia del promedio entre las células control y las células  
tratadas (*p≤0.05; **p≤0.01, ***p≤0.001).

Efecto del NaAsO2 en la expresión de blancos transcripcionales de GATA3

Existen múltiples blancos transcripcionales de GATA3 identificados en estudios de 

ChIP-seq  usando  líneas  celulares  de  cáncer  de  mama  y  tumores  mamarios  primarios 

(Romano & Miccio, 2020). Entre estos blancos transcripcionales, seleccionamos los genes 

CDH1, FOXA1, ESR1, PGR, ZEB2, CDH2, y BCL2 (Cuadro 2), para analizarlos por PCR 

cuantitativa (RT-qPCR) y Western blot cuantitativo con el objetivo de evaluar una reducción 

en la función de GATA3 inducida por los tratamientos con NaAsO2.

En MCF-10A, los tratamientos con NaAsO2 redujeron los niveles de las proteínas de la E-

cadherina y de Bcl-2 (Figura 8A, 8C). Los tratamientos con NaAsO2 no alteraron a FOXA1, 

la N-cadherina, ni al ER-α36 (Figura 8A, 8C). Los niveles de proteína del PR y de Zeb2 

estuvieron por debajo del límite de detección del Western blot cuantitativo en MCF-10A. En 

la línea celular T-47D, el tratamiento con 2.5 μM de NaAsO2 incrementó los niveles de 

proteína de FOXA1, y redujo la abundancia de las isoformas del ER-α y del PR (Figura 8B, 

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

límites de detección del Western blot cuantitativo en T-47D.
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 Cuadro 2. Blancos transcripcionales de GATA3 seleccionados. 

Gen Proteína Función Regulación 
por GATA3

Referencias

CDH1 E-cadherina Proteína de uniones adherentes 
en tejido epitelial

Positiva Yan et al., 2010

FOXA1 FOXA1 Factor de transcripción que 
promueve un fenotipo epitelial

Positiva Bernardo et al., 
2010

ESR1 ER-α Receptor hormonal que regula 
proliferación celular

Positiva Eeckhoute et al., 
2007

PGR PR Receptor hormonal que regula 
proliferación celular

Positiva Izzo et al., 2014

ZEB2 Zeb2 Factor de transcripción que 
promueve EMT

Negativa Si et al., 2015

CDH2 N-cadherina Proteína de uniones adherentes 
en tejido mesenquimatoso

Negativa Si et al., 2015

BCL2 Bcl-2 Proteína antiapoptótica Negativa Cohen et al., 2014
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Figura  8.  El  tratamiento  con  NaAsO2 altera  los  niveles  de  proteína  de  blancos  
transcripcionales de GATA3 en MCF-10A y en T-47D. Las gráficas muestran las veces de 
cambio de proteínas reguladas transcripcionalmente por GATA3 en A) MCF-10A y B) T-
47D. Las células fueron tratadas por 72 horas con 1 o 2.5 μM de NaAsO2 para obtener lisados 
celulares.  Se  realizó  Western  blot  cuantitativo  usando  muestras  de  tres  experimentos 
independientes analizadas por duplicado técnico. El gel teñido con azul de Commassie se usó 
como control de carga. Se realizaron ANOVA de una vía y pruebas de Dunnett (para MCF-
10A) o pruebas t (para T-47D) para determinar la significancia estadística de la diferencia 
entre  el  promedio  de  los  tratamientos  comparados  con  el  control  (*p≤0.05;  **p≤0.01, 
***p≤0.001). Se muestran imágenes representativas de los blots correspondientes a C) MCF-
10A y D) T-47D.

En los análisis de niveles de mRNA por PCR cuantitativa, se encontró una reducción 

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 NaAsO2 en la línea celular MCF-10A (Figura 

9A). En las células T-47D, el tratamiento con 2.5 μM de NaAsO2 incrementó 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).

Figura 9. El tratamiento con NaAsO2 altera los niveles de mRNA de blancos transcripcionales 
de GATA3 en MCF-10A y T-47D. Las gráficas 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 μM de NaAsO2 para obtener muestras de RNA total. Se 
realizaron  experimentos  de  RT-qPCR  usando  muestras  de  RNA  de  dos  experimentos 
independientes, usando sondas TaqMan y siguiendo el método ΔΔCT. Se usó el mRNA de 
GUSB como control endógeno. Se realizaron ANOVA de una vía y pruebas de Dunnett (para 
MCF-10A)  o  pruebas  t  (para  T-47D)  para  determinar  la  significancia  estadística  de  la 
diferencia  entre  el  promedio  de  los  tratamientos  comparados  con  el  control  (*p≤0.05; 
**p≤0.01, ***p≤0.001).

Sobreexpresión de GATA3 en células MCF-10A

Se clonaron los  plásmidos  RSV/hGATA y GATA3-pCDNA3.1 y  los  plásmidos 

obtenidos  se  transfectaron  transitoriamente  en  las  células  MCF-10A.  Se  evaluó  la 

sobreexpresión de GATA3 por medio de Western blot cuantitativo y se encontró que el uso  

exclusivo del reactivo de transfección (Figura 9, columna 2), de GATA3-pCDNA3.1 (Figura 

9, columna 3) o de RSV/hGATA3 (Figura 9, columna 4) no indujo la sobreexpresión de 

GATA3 respecto al control negativo (Figura 9, columna 1). Sin embargo, sí se sobreexpresó a 

GATA3  al  usar  el  reactivo  de  transfección  en  conjunto  con  los  plásmidos  GATA3-

pCDNA3.1 (Figura 9, columna 5) y RSV/hGATA3 (Figura 9, columna 6).
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Figura 10. Sobreexpresión de GATA3 en MCF-10A. Se transfectaron células MCF-10A y se 
obtuvieron lisados celulares para analizar por Western blot cuantitativo. Se utilizó un control 
negativo, sin reactivo de transfección (Lipofectamine™ 3000) ni plásmidos (columna 1). Se 
usaron controles del  reactivo de transfección (columna 2) y de los plásmidos 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 plásmidos GATA3-pCDNA3.1 y 
RSV/hGATA3, respectivamente.

A continuación, se evaluó el efecto de la sobreexpresión de GATA3 en los niveles de 

mRNA  analizados  previamente  para  determinar  la  contribución  de  la  reducción  en  la 

abundancia proteínica de GATA3 en las alteraciones inducidas por el tratamiento con NaAsO

2. Por ello, se realizó un tratamiento de 72 horas con 1 o 2.5 μM de NaAsO 2 en las células 

MCF-10A  y  a  continuación  se  realizó  una  transfección  transitoria  con  el  plásmido 

RSV/hGATA3 para sobreexpresar GATA3. Se encontró que la sobreexpresión de GATA3 

incrementó los niveles del mRNA de  GATA3 en las células MCF-10A (Figura 12A). La 

sobreexpresión de GATA3 incrementó los niveles de mRNA de  CDH1 (Figura 12C), de 

ESR1 (Figura 12D),  de  ZEB2 (Figura 12E) y redujo el  mRNA de  BCL2 (Figura 12F). 

Notablemente, la sobreexpresión de GATA3 revirtió la disminución en los niveles de mRNA 

de ZEB2 inducida por el tratamiento con NaAsO2 (Figura 10A), sugiriendo que el arsénico 

reduce la función de GATA3 en la línea celular MCF-10A.
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresión de GATA3 en los niveles de mRNA de blancos 
transcripcionales de GATA3 en células MCF-10A tratadas con NaAsO2. Gráfica 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 o 2.5 μM de NaAsO2, las células MCF-10A fueron 
transfectadas transitoriamente con el plásmido RSV/hGATA3 para sobreexpresar GATA3. 
Después de 24 horas de transfección, se obtuvieron muestras de RNA total. Se realizó RT-
qPCR en muestras de RNA de 2 experimentos independientes, usando sondas TaqMan® y 
empleando el método ΔΔCT. Se usó el mRNA de GUSB como contról endógeno. Se realizó 
ANOVA de dos vías y prueba Tukey HSD para determinar la significancia estadística 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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Discusión

La Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC) clasifica al arsénico 

como un carcinógeno para humanos porque se considera que existe evidencia suficiente que 

relaciona la exposición a arsénico con el desarrollo de cáncer de piel, pulmón, riñón, y vejiga 

en personas expuestas a arsénico a través del agua para beber (IARC, 2012). Recientemente, 

la exposición ambiental al arsénico también se ha relacionado con el desarrollo de cáncer de 

mama en estudios epidemiológicos (Pullella  & Kotsopoulos,  2020).  En este  estudio,  se 

caracterizó el efecto de la exposición a arsénico en los niveles de proteína de GATA3, un  

factor de transcripción que es esencial para el desarrollo de la glándula mamaria y para la 

diferenciación de las células luminales progenitoras,  cuya función se encuentra alterada 

durante el desarrollo de cáncer de mama (Kouros-Mehr et al., 2008). Encontramos que un 

tratamiento de 72 horas con concentraciones no citotóxicas de 1 y 2.5 μM de NaAsO2 redujo 

los niveles de proteína de GATA3 en las líneas celulares MCF-10A y T-47D, pero no en 

MDA-MB-453. Este resultado sugiere una reducción en la función de GATA3 en MCF-10A 

y T-47D. Se ha reportado que los niveles de arsénico en agua para beber pueden alcanzar los 

300μg 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; López-Carrillo et al., 2014; Ongley et  

al., 2007). Debido a que 2.5 μM  de NaAsO2 corresponde aproximadamente a 200μg As/L, 

nuestros  tratamientos  utilizan  concentraciones  de  arsénico  que  son  ambientalmente 

relevantes. No se determinó la razón de la ausencia de efecto de los tratamientos con NaAsO

2 en los niveles de proteína de GATA3. Sin embargo, una característica común entre MCF-

10A y T-47D es la expresión del ER-α (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 proteína de GATA3 solo en células ER-α+ y que podría afectar la función de GATA3 

principalmente en células del epitelio mamario que expresan el ER-α.

La reducción en los niveles de GATA3 está relacionada con un incremento en la 

proliferación y migración celular en MCF-10A, nuestro modelo del epitelio mamario normal, 

pero no en T-47D, nuestro modelo de células de cáncer de mama. Debido a que GATA3 

contribuye a controlar la proliferación celular en el epitelio mamario normal (Kouros-Mehr et 

al., 2006, 2008), podría existir una relación directa entre la reducción de niveles de proteína 

de  GATA3 y  el  incremento  en  la  proliferación  celular  en  MCF-10A.  En  contraste,  la 

reducción en los niveles de proteína de GATA3 con el tratamiento con 2.5 μM de NaAsO2 

coincidió con una reducción en la proliferación 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  

proliferación en células de cáncer de mama, al favorecer la transcripción de los receptores 

nucleares mitogénicos ER-α and PR  (Izzo et al.,  2014; Lee et al.,  2014), por lo que la 

reducción en GATA3 con el tratamiento con 2.5 μM de NaAsO2 podría estar asociada a la 

reducción  en  la  proliferación  celular  observada.  Este  tratamiento  redujo  los  niveles  de 

proteína y de mRNA del ER-α y del  PR en T-47D, sugiriendo que la reducción en la 

expresión de GATA3 está  asociada también con la  reducción en la  expresión de estos 

receptores hormonales, plausiblemente debido a una disminución en la transcripción. Por lo 

tanto, nuestros resultados sugieren que GATA3 inhibe la proliferación celular en células 

mamarias normales y que la promueve en células de cáncer de mama. También, que GATA3 

podría actuar como un gen supresor de tumores en MCF-10A, pues la reducción de su 

expresión se relaciona con un incremento en la proliferación celular, pero como un oncogén 

en  T-47D,  pues  la  disminución  en  su  abundancia  proteínica  está  relacionada  con  una 

disminución  en  la  proliferación  celular.  Coincidentemente  con  esta  conclusión,  se  ha 
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sugerido que GATA3 puede actuar como un gen supresor de tumores en células del epitelio 

mamario y que puede promover el desarrollo tumoral en células de cáncer de mama, pues  

GATA3  inhibe  la  expresión  de  la  proteína  antiapoptótica  Bcl-2  en  células  epiteliales 

mamarias normales (HMEC) pero la promueve en células de cáncer de mama MCF-7 (Cohen 

et al., 2014). En células MCF-10A, los tratamientos con NaAsO2 incrementaron la migración 

celular, sugiriendo que el arsénico incrementa la EMT. Este incremento en migración celular 

también podría estar relacionado a los niveles de proteína disminuidos de GATA3 y de la E-

cadherina, proteínas que promueven la diferenciación de las células luminales progenitoras e 

inhiben la EMT y la metástasis en células de cáncer de mama (Asselin-Labat et al., 2007; 

Kouros-Mehr  et  al.,  2006,  2008;  Yan  et  al.,  2010).  Sin  embargo,  el  incremento  en  la 

migración celular coincidió con una reducción en la invasión de Matrigel®. Estos resultados 

sugieren una reducción en la capacidad de degradar la membrana basal inducida por los 

tratamientos con NaAsO2 en MCF-10A. Se ha observado previamente que la migración y la 

invasión celular son dos procesos que pueden estar desacoplados durante la EMT (Schaeffer 

et al., 2014), y posiblemente en nuestros experimentos la migración y la invasión celular  

también están desacopladas.

Se ha propuesto que GATA3 promueve la  transcripción 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 líneas 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 líneas celulares de cáncer de mama, los niveles de mRNA sugieren 

una reducción en la función de GATA3 en T-47D, pues el tratamiento con NaAsO2 reduce los 

mRNAs de ESR1 y PGR, regulados positivamente por GATA3. Sin embargo, el análisis de 

los niveles de mRNA en MCF-10A no indica claramente una reducción en la función de 
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GATA3 inducida por los tratamientos con NaAsO2. Una posibilidad que podría explicar esto 

es que la regulación de la transcripción por GATA3 es diferente en MCF-10A y en las líneas 

celulares de cáncer de mama, como puede sugerirlo las diferencias en la estructura de la 

cromatina  y  sus  implicaciones  para  la  regulación transcripcional  entre  diferentes  líneas 

celulares (Pellacani et al., 2019). Sin embargo, para determinar la contribución de GATA3 a 

la regulación de los mRNA analizados, se sobreexpresó a GATA3 en células MCF-10A 

tratadas  con  NaAsO2.  Los  resultados  obtenidos  sugieren  que  GATA3  promueve  la 

transcripción de CDH1 y de ESR1, mientras que reprime la expresión 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 transcripción de ZEB2 (Si et 

al., 2015), nosotros encontramos que la sobreexpresión de GATA3 incrementó los niveles del 

mRNA de ZEB2 en MCF-10A. Este resultado sugiere que la regulación de la transcripción de 

ZEB2 por GATA3 podría ser diferente en MCF-10A respecto a lo previamente reportado en 

MCF-7. Además, encontramos que la sobreexpresión de GATA3 revirtió el efecto de los 

tratamientos de NaAsO2 en el mRNA de ZEB2, sugiriendo que el arsénico reduce la función 

de GATA3 en la regulación de la transcripción de ZEB2.

Adicionalmente,  queda por  determinar  si  la  reducción en la  invasión celular  de 

Matrigel® es compatible con el incremento en la migración 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 proteína de GATA3 en la línea celular MDA-MB-453 está 

probablemente relacionada a la falta de expresión del ER-α y del PR, pero esto requiere ser 

evaluado  experimentalmente.  Los  tratamientos  con  NaAsO2 incrementan  tanto  la 

proliferación como la migración celular solo en MCF-10A, nuestro modelo del epitelio 

mamario normal, lo que sugiere que la exposición a arsénico es un iniciador del desarrollo de 
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cáncer de mama y que su mecanismo carcinogénico incluye la reducción en la expresión de 

GATA3 en células  del  epitelio  mamario.  Esto  también explicaría  la  falta  de  un efecto 

significativo en las líneas celulares de cáncer de mama T-47D y MDA-MB-453, que ya están 

transformadas. Se ha observado anteriormente que el arsénico interacciona con GATA1 y 

GATA2 en células del linaje eritro-megakariocítico, reduciendo la función de estos factores 

de  transcripción  y  contribuyendo  a  inducir  alteraciones  asociadas  con  desordenes 

hematológicos (Medina et al.,  2022; Zhou et al.,  2020).  Nuestros datos sugieren que el 

arsénico  reduce  la  función  de  GATA3,  otro  miembro  de  la  familia  de  factores  de 

transcripción GATA, en células MCF-10A y T-47D, e incrementa la proliferación y la 

migración celular en MCF-10A, indicando un incremento en el desarrollo de cáncer de 

mama.
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Conclusiones

En este trabajo se evaluó la función de GATA3 en líneas celulares derivadas del epitelio  

mamario expuestas a NaAsO2 y su relación con los cambios fenotípicos inducidos por el 

tratamiento, como un modelo del desarrollo de cáncer de mama inducido por la exposición a 

arsénico. Se encontró que el tratamiento con NaAsO2 redujo la expresión de GATA3 en 

MCF-10A e incrementó la proliferación y la migración celular en esta línea celular.  El 

tratamiento  con  NaAsO2 también  alteró  la  expresión  génica  de  diversos  marcadores 

moleculares  relevantes  en  el  contexto  del  cáncer  de  mama  y  que  están  regulados 

transcripcionalmente por GATA3, sugiriendo un incremento en el desarrollo tumoral. Estos 

datos sugieren que la exposición a NaAsO2 reduce la función de GATA3 en células derivadas 

del epitelio mamario y genera alteraciones relacionadas directamente con el desarrollo de 

cáncer de mama.
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Anexo 1.

Condiciones del Western blot cuantitativo para las diferentes proteínas analizadas en este 
estudio, en las líneas 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 
proteínas tras la SDS-PAGE.
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