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ATCC American Type Culture Collection 

ATP Adenosín trifosfato 

CaMa Cáncer de mama 

CaMKII Cinasa 2 dependiente de calcio/calmodulina 

CDK5 Cinasa dependiente de ciclina 5 
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ERK Cinasa regulada extracelularmente* 
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GFP Proteína verde fluorescente* 

GIRK Canal de potasio rectificador interno activado por proteína G 
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GPCR’s Receptores acoplados a proteínas G* 

HER2 Receptor del factor epidérmico humano tipo II 
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MAPK Proteína cinasa activada por mitógenos* 
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PIP2 Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

PKA Proteína cinasa dependiente de AMPc 

PKC Proteína cinasa C 

PLC Fosfolipasa C 

PP1 Proteína fosfatasa 1 
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RD Receptor de dopamina 

RE Receptor de estrógenos 

RP Receptor de progesterona 
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STEP Tirosina fosfatasa enriquecida en estriatal 

TA Temperatura ambiente 

TCGA The Cancer Genome Atlas 
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Resumen 

El cáncer de mama es el tipo de cáncer con mayor incidencia y primera causa de muerte 

en la población femenina a nivel mundial. A pesar de los avances en el diagnóstico, 

clasificación y tratamiento de la enfermedad, actualmente no hay una cura efectiva para el 

cáncer de mama. Dentro del tumor, las células troncales tumorales (CTT) son las 

responsables del establecimiento de nuevos tumores en sitios secundarios, de la 

resistencia a terapias anticancerígenas y de la reaparición del tumor. Hoy en día, no existe 

una terapia para la erradicación de las CTT; sin embargo, la búsqueda de blancos 

moleculares que puedan modificar la fracción troncal apunta a los receptores de dopamina 

(RD). Los RD pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G y existen 

5 tipos (DRD1, DRD2, DRD3, DRD4, y DRD5). Estudios recientes han demostrado que 

estos receptores pueden controlar diversas funciones en células cancerosas como 

proliferación, supervivencia, migración e invasión. Adicionalmente, se ha reportado que los 

RD se expresan en CTT mamarias, leucémicas y de carcinoma pulmonar, y que pueden 

participar en la supervivencia, expansión y/o diferenciación de las CTT. Lo anterior ha 

llevado a la propuesta de que la modulación farmacológica de RD puede ser eficaz en el 

desarrollo de nuevas terapias adyuvantes para tumores que expresen estos receptores. Sin 

embargo, aún no se ha esclarecido el papel que juegan los RD en la biología de células de 

cáncer de mama. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar los niveles de 

expresión de los RD en líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231, así como analizar el papel 

de RD en la subpoblación troncal de células MCF7 y MDA-MB-231 mediante el uso del 

sistema reportero SORE6 para la identificación de la fracción troncal. Se demostró que 

únicamente el DRD4 se expresa en la membrana de las células MDA-MB-231/SORE6, 

mientras que, intracelularmente se encontró DRD1 y DRD4 en ambas líneas celulares. Las 

células MCF7/SORE6+ expresaron mayormente DRD1 y subexpresan DRD4 en 

comparación con las células MCF7/SORE6-. En la línea MDA-MB-231, no se detectaron 

cambios en la expresión de los RD entre las células SORE6+ y SORE6-. Finalmente, el 

tratamiento con agonistas o antagonistas de los RD no modificó la fracción troncal en 

ninguna línea celular. En conclusión, la señalización de los RD no altera el porcentaje de 

células troncales tumorales; sin embargo, se sugiere evaluar el papel de los RD en la 

fracción troncal mediante ensayos funcionales. 
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1. Introducción 

1.1 Cáncer 

Se define como cáncer a un grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier órgano 

o tejido del cuerpo. Se caracteriza por la proliferación acelerada e incontrolable de células 

anormales, que pueden invadir sitios adyacentes y/o propagarse a otros órganos, proceso 

conocido como metástasis. Las metástasis son consideradas la principal causa de muerte 

por la enfermedad (World Health Organization, 2021). 

Hasta el 2020, el cáncer era la principal causa de muerte a nivel mundial, con un estimado 

cerca de 10 millones de fallecimientos (World Health Organization, 2022). De acuerdo con 

la Organización Mundial de la Salud, los tipos de cáncer más comunes (en términos de 

nuevos casos de cáncer) son el cáncer de mama, pulmón y colorrectal (Figura 1), mientras 

que los que causaron mayor número de muertes en 2020 fueron el cáncer de pulmón, 

colorrectal y hepático (Figura 1) (Ferlay et al., 2020). 

 

Figura 1. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cáncer alrededor del mundo. 

Modificado de GLOBOCAN 2020 (Ferlay et al., 2020). 

En términos generales, para dar lugar a la formación y crecimiento del cáncer, se requieren 

características claves conocidas como “el sello distintivo del cáncer”, dentro de las cuales 

se encuentran (Figura 2) (Dark, 2020; Hanahan & Weinberg, 2011; Vinay et al., 2020): 
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• Mantenimiento de las señales proliferativas. Las células cancerosas tienen la capacidad 

de mantener la proliferación más allá de lo que lo hacen las células normales, 

ocasionado generalmente por la unión de factores de crecimiento a receptores de 

superficie que activan una cascada de señalización intracelular, lo que conduce a 

cambios en la expresión génica, promoviendo la proliferación y el crecimiento celular. 

• Evasión de supresores del crecimiento. Los factores inhibidores del crecimiento pueden 

modular los reguladores del ciclo celular y producir la activación de inhibidores. Sin 

embargo, en el cáncer las mutaciones dentro de proteínas inhibidoras son comunes, 

ocasionando que las células tumorales no respondan a moléculas que inhiben la 

proliferación. 

• Evasión de la apoptosis. Las células tumorales habilitan una variedad de mecanismos 

para limitar o evitar la apoptosis. Lo más común es la pérdida de la función de 

supresores de tumorales. Asimismo, pueden aumentar la expresión de reguladores 

antiapoptóticos o de señales de supervivencia, regulando a la baja los factores 

proapoptóticos. 

• Inestabilidad y mutación del genoma. En las células cancerosas, las alteraciones 

genómicas incrementan la mutabilidad del genoma, acelerando la adquisición de 

oncogenes mutantes y la pérdida de genes supresores de tumor. Además, la 

acumulación de mutaciones pone en riesgo los sistemas de vigilancia que normalmente 

controlan la integridad genómica y obligan a las células dañadas genéticamente a entrar 

en senescencia o apoptosis. Ciertos genotipos mutantes confieren una ventaja selectiva 

a subclonas de células, lo que promueve la transformación celular y la posterior 

progresión del tumor. 

• Potencial replicativo ilimitado (inmortalidad). Para dar lugar a tumores macroscópicos, 

las células tumorales adquieren una capacidad proliferativa ilimitada que les permite 

evadir la senescencia celular y la catástrofe mitótica. 

• Inducción de angiogénesis. Las células tumorales, como las células normales, requieren 

de una red vascular funcional que aporte nutrientes y oxígeno, y elimine los productos 

de desecho metabólicos. Esto implica el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos a partir 

de vasos preexistentes, proceso conocido como angiogénesis. 

• Capacidad para invadir y hacer metástasis. La invasión y la metástasis son procesos 

complejos que involucran múltiples pasos, comenzando con la invasión local del tejido, 

seguida de la infiltración de las células cancerosas en los vasos sanguíneos y linfáticos 

cercanos. Finalmente, las células malignas se transportan a través de la diseminación 
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hematógena y linfática a sitios distantes dentro del cuerpo, donde forman 

micrometástasis que eventualmente se convertirán en lesiones metastásicas 

macroscópicas. 

• Capacidad para evadir la respuesta inmune del huésped. Las células cancerosas 

presentan una serie de alteraciones que les permiten evadir el ataque y la eliminación 

por parte de las células inmunitarias; estas capacidades facilitan el desarrollo y la 

progresión del cáncer. 

• Inflamación promotora de tumores. El estado inflamatorio de lesiones premalignas y 

malignas impulsado por células del sistema inmunológico, promueve la progresión 

tumoral a través del suministro de moléculas bioactivas al microambiente tumoral, como 

factores de crecimiento que mantienen la señalización proliferativa, factores de 

supervivencia que limitan la muerte celular, factores proangiogénicos, enzimas 

modificadoras de la matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, invasión y 

metástasis. 

• Metabolismo celular alterado. La reprogramación del metabolismo energético en las 

células tumorales apoya el crecimiento y la proliferación celular continua, reemplazando 

el programa metabólico que opera en la mayoría de los tejidos normales y alimenta las 

operaciones fisiológicas de las células asociadas.  

 

Figura 2. Características distintivas del cáncer. Modificado de Hanahan y Weinberg (Vinay et 

al., 2020). 
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1.2  Cáncer de mama 

1.2.1 Epidemiología 

El cáncer de mama (CaMa) se caracteriza por la proliferación anormal y descontrolada de 

células del epitelio de los conductos o lobulillo mamarios, principalmente. Adicionalmente, 

esas células tienen la capacidad de diseminarse a otros tejidos (American Cancer Society, 

2019). 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, es el tipo de cáncer con mayor 

incidencia y la primera causa de muerte por neoplasia maligna en la población femenina 

(Ferlay et al., 2020), razón por la cual se considera como una de las problemáticas de salud 

predominantes a nivel mundial. En el 2020, se estimó que 2.2 millones de mujeres fueron 

diagnosticadas con CaMa y alrededor de 684,996 mujeres fallecieron por esta neoplasia 

maligna (Harbeck et al., 2019). Para el año 2050, se pronostica que la incidencia mundial 

de CaMa alcanzará aproximadamente los 3.2 millones de nuevos casos por año (Tao et al., 

2015). Estas cifras son alarmantes debido al impacto que tiene en la sociedad mundial, 

despertando la necesidad de medidas urgentes tanto de prevención como de tratamiento.  

En México, el CaMa ha mostrado un aumento tanto en la tasa de incidencia como en la de 

mortalidad; esta última derivada del diagnóstico tardío y la poca eficacia del programa de 

detección oportuna de cáncer (Cárdenas Sánchez et al., 2017). De acuerdo con el reporte 

del Departamento de Epidemiología de la Secretaría de Salud, la incidencia del CaMa se 

incrementó entre 2000 y 2013, teniendo de 10.76 casos por 100,000 mujeres a 26.1 por 

cada 100,000 mujeres mayores de 25 años, estimando 23,873 nuevos casos en 2013 

(Cárdenas Sánchez et al., 2019). A partir del 2006, este tipo de cáncer ocupa el primer lugar 

de mortalidad por tumor maligno en mujeres mayores de 25 años, desplazando de esa 

posición al cáncer cervicouterino (Cárdenas Sánchez et al., 2015). Al igual que a nivel 

mundial, actualmente en México el CaMa ocupa el primer lugar en incidencia y causa de 

muerte por neoplasia maligna en la población femenina (Figura 3) (Ferlay et al., 2020).  
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cáncer en la población femenina 

de México. Modificado de GLOBOCAN 2020 (Ferlay et al., 2020). 

1.2.2 Clasificación 

Una de las estrategias más importantes para clasificar al cáncer de mama es la 

inmunohistoquímica (IHQ), ya que junto con el estudio clínico-patológico, que incluye 

características del tumor como tamaño y grado, así como afectación ganglionar, es usada 

convencionalmente para el pronóstico y manejo de las pacientes (Dai & Li, T., Bai, Z., Yang, 

Y., Liu, X., Zhan, J., & Shi, 2015). Esta clasificación se basa en el uso de tres marcadores: 

receptor de estrógenos (RE), receptor de progesterona (RP) y la sobreexpresión del 

receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), organizándose en tres 

grupos principales (Cárdenas Sánchez et al., 2015; Santos et al., 2020): 

 Positivo a receptores hormonales (RE+ y RP+) 

 Positivo a HER2 

 Triple negativo (TN; no presenta ninguno de los marcadores anteriores) 

En la población mexicana, la frecuencia en promedio de estos subgrupos definidos es la 

siguiente: receptores hormonales positivos: 60%, HER2 positivos: 20.4%, y triples 

negativos: 23.1% (Cárdenas Sánchez et al., 2017).  

Otra de las clasificaciones del CaMa es la molecular, definida mediante genómica, en la 

cual se han identificado 4 grupos principales: luminal, con sobreexpresión de HER2, 

fenotipo basal y similar al normal (Cárdenas Sánchez et al., 2019). Existen 2 grupos 

luminales, A y B, caracterizados por la presencia de RE y RP. El fenotipo basal se distingue 

por una alta expresión de genes normalmente identificados en células mioepiteliales o 
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basales, además de ser RE negativo. Finalmente el fenotipo similar al normal, de igual 

manera pertence al subgrupo de RE negativo, sin embargo, muestra un perfil de expresión 

génico variado (Tao et al., 2015). Estos fenotipos moleculares, se han logrado aproximar 

mediante metodologías más accesibles como la IHQ, tal y como se aprecia en la tabla 1 

(Cárdenas Sánchez et al., 2019). 

Tabla 1. Subtipos Moleculares de cáncer de mama y su aproximación por IHQ. 

Subtipo molecular de CaMa Aproximación por IHQ 

Luminal A RE+, RP > 20% y HER2- 

Luminal B RE+, RP < 20% y HER2 +/- 

HER2 HER2+, RE- y RP- 

Triple negativo RE-, RP- y HER2- 

1.2.3 Pronóstico 

El pronóstico de los pacientes con CaMa temprano ha mejorado con el tiempo gracias a 

mejores pruebas y exploraciones, detección más temprana y la implementación de nuevos 

avances terapéuticos, aumentando de forma importante el número de sobrevivientes 

(Cárdenas Sánchez et al., 2017).  

Aproximadamente del 70 al 80% de las pacientes con enfermedad no metastásica en 

estadio temprano es curable, mientras que el CaMa avanzado con metástasis a órganos 

distantes es considerado incurable con las terapias disponibles actualmente. No obstante, 

el CaMa avanzado es tratable, buscando prolongar la sobrevida y controlar los síntomas 

asociados al tratamiento para mantener o mejorar la calidad de vida del paciente (Harbeck 

et al., 2019). 

En general, las pacientes diagnosticadas con CaMa de los subtipos receptores hormonales 

o HER2 positivo en una etapa temprana y que aún no ha hecho metástasis, tienen un mejor 

pronóstico (Ahmad, 2019), mientras que las pacientes con subtipo triple negativo tienen el 

peor pronóstico, la enfermedad es más agresiva y no cuenta con terapia dirigida (Santos et 

al., 2020). 

En el 2018, cerca de 6,8 millones de mujeres en todo el mundo sobrevivieron al CaMa 

después de ser diagnosticadas en los 5 años previos (Harbeck et al., 2019). 
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1.2.4 Diagnóstico 

Ante la sospecha de cáncer de mama debido a la detección de una anormalidad localizada 

o la aparición de síntomas, el diagnóstico del cáncer de mama se basa en un examen 

clínico, imágenes (generalmente mamografía y/o ecografía) y biopsia con aguja 

acompañada del estudio histopatológico para la confirmación del diagnóstico (Harbeck et 

al., 2019).  

Asimismo, se puede realizar un diagnóstico temprano, tomando en cuenta las siguientes 

recomendaciones (Cárdenas Sánchez et al., 2019): 

• Autoexamen mamario mensual a partir de los 18 años (7 días después de terminada 

la menstruación).  

• Examen clínico mamario anual a partir de los 25 años.  

• Mastografía anual de tamizaje en mujer asintomática a partir de los 40 años. 

• El ultrasonido mamario recomendado como estudio de elección inicial en mujeres 

menores de 35 años con patología mamaria.  

• Uso de la mastografía de detección junto con ultrasonido en mujeres con mama 

densa mejora la detección de lesiones tempranas de 61.5% a 83.5%. 

En general, el cribado busca detectar una enfermedad temprana para la cual existe un 

tratamiento eficaz, por medio del uso de pruebas no invasivas, precisas y aceptables para 

los pacientes (Harbeck et al., 2019). El cribado del CaMa se asocia con la detección de 

tumores más pequeños y con menores posibilidades de metástasis. De esa forma, los 

tumores hallados son más susceptibles a cirugía axilar limitada y conservadora de la mama, 

y es menos probable que requieran quimioterapia. Con ello, se reduce la morbilidad 

relacionada con el tratamiento y mejora la supervivencia del paciente (McDonald et al., 

2016). 

1.2.5 Tratamiento 

El abordaje terapéutico del cáncer de mama es multidisciplinario e incluye la cirugía, 

radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia y terapia biológica (inmunoterapia). Estas 

pueden ser de tipo locorregional (cirugía y radioterapia) o de tipo sistémico (quimioterapia, 

hormonoterapia y terapia biológica) (Harbeck et al., 2019; Yustos et al., 2017).   

Para el CaMa no metastásico, los objetivos principales de la terapia son erradicar el tumor 

y prevenir la recurrencia metastásica, por lo que el tratamiento de elección es la resección 
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quirúrgica, considerando la radioterapia postoperatoria (Harbeck et al., 2019; Waks & 

Winer, 2019). No obstante, en la mayoría de los casos se requiere de terapia sistémica, la 

cual puede administrarse antes de la cirugía (terapia neoadyuvante) sugerida para 

pacientes con tumores grandes, con la finalidad de reducir la carga tumoral. También se 

puede administrar el tratamiento posterior a la cirugía (terapia adyuvante) dirigida para 

pacientes con alto riesgo de recurrencia (Harbeck et al., 2019; McDonald et al., 2016). 

Dado que el CaMa metastásico se considera incurable, los objetivos terapéuticos son 

prolongar la vida del paciente y minimizar los síntomas. Se utiliza la terapia sistémica en 

primera elección, mientras que la terapia local se usa únicamente como paliativo (McDonald 

et al., 2016; Waks & Winer, 2019). Asimismo, el tratamiento de la enfermedad metastásica 

debe realizarse de acuerdo al subtipo, así como las características de la enfermedad 

(Harbeck et al., 2019). 

El subtipo de CaMa orienta la terapia sistémica que será administrada, es por ello la 

relevancia de un diagnóstico certero. Esta terapia incluye (Waks & Winer, 2019): 

• Hormonoterapia: antagonistas de receptores hormonales esteroides, para todos los 

tumores RE+ y/o RP+ (ej. tamoxifeno e inhibidores de la aromatasa). 

• Terapia anti-HER2: anticuerpos dirigidos contra el HER2 (ej. trastuzumab). 

• Quimioterapia: se administra junto con las terapias anteriores y es el único 

tratamiento para el cáncer de mama triple negativo (CMTN) (ej. paclitaxel, 

doxorrubicina, cisplatino). 

 

1.3  Receptores de dopamina 

La dopamina (DA) es un neurotransmisor que juega un papel importante en funciones del 

sistema nervioso central (SNC), así como en diversas funciones periféricas. Este 

neurotransmisor, señaliza a través de los receptores de dopamina (RD), que forman parte 

de la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR). Esta familia incluye cinco 

receptores de dopamina (DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 y DRD5), los cuales difieren entre sí 

por su distribución anatómica, expresión, afinidad y propiedades funcionales (P. Yang et 

al., 2020).  
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1.3.1 Localización y función 

Los RD se encuentran ubicados en varios tejidos del cuerpo humano, expresados 

ampliamente en cerebro, retina, tracto gastrointestinal, riñones, glándulas suprarrenales, 

corazón, ganglios y vasos sanguíneos (Ayano, 2016; Turco, 2017; X. Wang et al., 2019). 

En homeostasis, los RD regulan diversas funciones a nivel de SNC como la actividad 

locomotora, el apetito, la cognición, la emoción, la memoria y el aprendizaje (Mishra et al., 

2018); por ejemplo, los receptores DRD1 y DRD2 ubicados en el cerebro desempeñan un 

papel en la memoria y el aprendizaje (Mishra et al., 2018; X. Wang et al., 2019). Asimismo, 

se ha visto que los RD pueden regular funciones periféricas como la secreción hormonal, 

funciones cardiovasculares y renales, motilidad gastrointestinal, así como modular el 

sistema inmune, entre otras (Ayano, 2016; Beaulieu et al., 2015; X. Wang et al., 2019). Se 

ha visto que los receptores periféricos DRD1, DRD2 y DRD4 están involucrados en la 

regulación de la función renal, la presión arterial y la motilidad intestinal (Mishra et al., 2018; 

X. Wang et al., 2019). 

Se ha descrito que los DRD3, DRD4 y DRD5 pueden actuar como sensores de actividad 

de DA y modular la señalización dependiente de DRD1 y DRD2, gracias a las diferencias 

en su afinidad, niveles de expresión y distribución (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).  

La principal característica distintiva entre los receptores de dopamina en relación a sus 

perfiles de unión es la afinidad por la DA, en donde los DRD5 (Ki: 100 nM) tienen mayor 

afinidad que los DRD1 (Ki: 1 μM) (Ayano, 2016). Mientras que los receptores DRD3 y DRD4 

muestran una afinidad similar por la DA (Ki: 10 nM), que es más alta que la del receptor 

DRD2 (Ki: 100 nM) (Seeman, 2010). Además, cada RD tiene propiedades farmacológicas 

diferentes (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Seeman, 2010). Se cree que estas diferencias 

en la afinidad de la DA a los RD se deben a las funciones asociadas a cada receptor (Klein 

et al., 2019).  

Alteraciones en la función de los RD conducen a distintas patologías como la esquizofrenia, 

enfermedad de Parkinson, síndrome de Tourette, trastorno de déficit de atención e 

hiperactividad y cáncer (Mishra et al., 2018; X. Wang et al., 2019). 

1.3.2 Clasificación 

De acuerdo con las propiedades bioquímicas, estructurales y farmacológicas de los RD, se 

dividen en dos grupos principales: tipo D1 y tipo D2. La clasificación bioquímica de los RD 
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está asociada a la regulación diferencial que ejercen sobre la actividad del adenilato ciclasa 

(AC). Los receptores tipo D1, que incluye a DRD1 y a DRD5, señalizan a través de proteínas 

G estimuladoras: G𝛼s o G𝛼olf para activar a la AC y promover la producción de adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc), un segundo mensajero intracelular derivado de adenosín 

trifosfato (ATP), importante en la respuesta a los neurotransmisores. Mientras que los 

receptores tipo D2, que incluye a DRD2, DRD3 y DRD4, se acoplan a la familia G𝛼i/o de 

proteínas G inhibidoras, para bloquear la activación de la AC y por lo tanto disminuir la 

producción AMPc (Ranjbar-Slamloo & Fazlali, 2020; X. Wang et al., 2019).  

1.3.3 Estructura 

Como ya se mencionó, los RD son una familia de receptores pertenecientes a la 

superfamilia de GPCRs, caracterizados por la presencia de siete dominios transmembrana, 

que permiten el acoplamiento con las proteínas G y modular su cascada de señalización 

(Bhatia & Saadabadi, 2019).  

Las estructuras tridimensionales de los receptores DRD1, DRD2, DRD3 y DRD4, han sido 

resueltas experimentalmente y pueden consultarse en Protein Data Bank con los códigos 

7CKX, 6VMS, 7CMV y 6IQL, respectivamente. En relación con DRD5, no se encontró 

alguna estructura en el Protein Data Bank, sin embargo, es posible observar un modelo de 

la estructura tridimensional en Swiss-Model con el código P21918. 

Los RD comparten cierto nivel de homología en sus siete dominios transmembranales ricos 

en aminoácidos hidrofóbicos (D’Souza, 2010). Los receptores tipo D1 tienen entre sí una 

homología del 80% en la secuencia de aminoácidos de los dominios transmembrana. 

Mientras que en la familia tipo D2, la homología en las regiones transmembrana de los 

DRD2 se comparte en un 75% con los DRD3, y en un 53% con los DRD4 (Rangel-Barajas 

et al., 2015). Se ha propuesto que los aminoácidos de los dominios transmembrana que 

diferencian a la familia tipo D1 de la D2 participan en la selectividad y afinidad por el ligando, 

confiriéndoles distintas propiedades farmacológicas (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Neve, 

2010).  

La región extracelular amino terminal de todos los RD tienen un número similar de 

aminoácidos y muestran un número variable de sitios consenso de N-glicosilación, la 

modificación postranscripcional más importante para DRD2 y DRD3, ya que modula tanto 

la correcta localización del receptor en la superficie celular, así como su señalización e 

internalización (Ben-Jonathan, 2020; Martel & Gatti McArthur, 2020).  

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neurotransmitter
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El extremo carboxilo terminal ubicado en el citoplasma es aproximadamente siete veces 

más largo en los receptores tipo D1 que en los receptores tipo D2; posiblemente está 

involucrado en el anclaje de la cola citoplasmática a la membrana (Ben-Jonathan, 2020; 

Neve, 2010). Contiene sitios de fosforilación y palmitoilación; esta última se ha reportado 

que funciona como interruptor de la señalización de los RD a través de la ruta de AMPc, 

específicamente para DRD1, DRD2 y DRD3 (Martel & Gatti McArthur, 2020).  

Todos los RD poseen un tercer bucle citoplasmático que contiene sitios de fosforilación; sin 

embargo, este bucle es diferente dependiendo de la subfamilia. Los receptores tipo D1 

presentan un bucle corto, característico de los receptores que interactúan con proteínas G 

estimuladoras.  Mientras que los receptores tipo D2 poseen un tercer bucle largo, típico de 

receptores que interactúan con proteínas G inhibidoras (Pivonello et al., 2007).  

A pesar de que los RD comparten cierta homología proteica, su estructura génica es 

diferente entre subfamilias. Los genes que codifican a los receptores tipo D1 no poseen 

intrones en su región codificante. En cambio, los receptores tipo D2 presentan un número 

variable de intrones dentro de su región codificante. La presencia de intrones dentro de esta 

región en los receptores tipo 2, permite la generación de variantes de receptor (Klein et al., 

2019).  

1.3.4 Señalización de los receptores de dopamina 

Las funciones de los RD dependen de transmitir señales intracelulares vía proteínas G, 

aunque también pueden activar vías de señalización alternas mediadas por canales iónicos 

o proteínas de desensibilización como β-arrestinas (Beaulieu et al., 2015).  

Los receptores tipo D1, señalizan a través de G𝛼s/𝛼olf, estimulando la activación del AC, 

para incrementar los niveles intracelulares de AMPc. Entre otras funciones, el AMPc es 

necesario para la desinhibición de la subunidad catalítica de la proteína cinasa dependiente 

de AMPc (PKA), y así estimular su actividad. PKA en respuesta al AMPc, fosforila varias 

moléculas en la célula, como la proteína de unión al elemento de respuesta AMPc (CREB), 

la fosfoproteína de 32 KDa regulada por AMPc y dopamina (DARPP-32), receptores de 

glutamato, y canales iónicos de calcio y potasio (Figura 4) (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; 

Klein et al., 2019). La fosforilación de DARPP-32 por PKA, permite que la proteína fosfatasa 

1 (PP1) se desinhiba y lleve a cabo sus funciones: i) desfosforilar histonas para mejorar la 

expresión génica en respuesta a la estimulación del receptor D1 y ii) regular el estado de 

fosforilación de varias proteínas efectoras, como factores de transcripción, receptores 
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ionotrópicos y canales iónicos, que regulan procesos biológicos como la proliferación 

celular, la apoptosis, regulación de receptores de membrana y canales, entre otros (Bateup 

et al., 2008).  

Por lo contrario, los receptores tipo D2 al estar acoplados a G𝛼i/𝛼o, inhiben la actividad de 

AC y disminuyen las concentraciones de AMPc, regulando negativamente la actividad de la 

PKA y DARPP-32 (Klein et al., 2019; Romanelli et al., 2010). Al estimularse los receptores 

tipo D2, disminuye la fosforilación de DARPP-32, como resultado de la reducción en la 

actividad de PKA y/o la desfosforilación de este sitio por la proteína fosfatasa 2B 

dependiente de calmodulina (PP2B; también conocida como calcineurina). Esta fosfatasa 

es activada por el aumento de Ca2+ intracelular posterior a la activación de los receptores 

tipo D2, vía la subunidad Gβγ (Figura 4) (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Klein et al., 2019). 

La liberación de la subunidad Gβγ de la proteína G activada por acción de los RD tipo 2, 

conduce a la activación de la fosfolipasa C (PLC) para promover la hidrólisis del fosfolípido 

1-fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), generando inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y 

diacilglicerol (DAG). Ambas moléculas son segundos mensajeros: el IP3, ocasiona la salida 

de Ca2+ de las reservas intracelulares, y el DAG, con la ayuda del Ca2+, activa a la proteína 

cinasa C (PKC) (Feduchi-Canosa et al., 2015). Además, el aumento de Ca2+ conduce a la 

activación de proteínas dependientes de calcio, como la cinasa II dependiente de 

calcio/calmodulina (CaMKII) y la PP2B (calcineurina) (Klein et al., 2019; Romanelli et al., 

2010). Adicionalmente, la subunidad Gβγ se relaciona con la modulación de los canales de 

potasio rectificadores internos activados por proteína G (GIRK) y los canales de calcio, los 

cuales disminuyen la entrada de calcio a las células tras la estimulación del receptor tipo 

D2 (Figura 4) (Beaulieu et al., 2015). 

Asimismo, se ha demostrado que los receptores de tipo D1 y D2 se pueden acoplar a 

proteínas G𝛼q, estimulando la actividad de las fosfolipasas (Feduchi-Canosa et al., 2015; 

Romanelli et al., 2010). La señalización de DA mediada por proteínas G𝛼q puede reducir la 

fosforilación de DARPP-32 por la cinasa dependiente de ciclina 5 (CDK5) y potenciar la 

señalización mediada por PKA (Beaulieu et al., 2015; Klein et al., 2019). De igual manera, 

la activación de los receptores tipo D1 regula el gradiente electroquímico, inhibiendo la 

bomba sodio-potasio (Na+/K+ ATPasa) a través de la señalización de PKA y PKC (Figura 

4) (Mishra et al., 2018). 
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Además de la señalización mediada por proteínas G, los RD están relacionados con cinasas 

de proteínas activadas por mitógenos (MAPK), regulando diversos procesos biológicos 

como proliferación, crecimiento celular, diferenciación y muerte celular. Específicamente las 

MAPK que responden tras la activación de los RD son las cinasas reguladas 

extracelularmente (ERK 1/2) (Romanelli et al., 2010). 

La activación de ERK por los receptores tipo D1 es promovida por la interacción con los 

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), un tipo de receptores de glutamato. La 

estimulación de NMDA ocasiona la activación de la vía de señalización Ras-Raf-MEK-ERK, 

que resulta en la regulación de los niveles de Ca2+ intracelular, entre otros efectos. No 

obstante, sin la activación de los receptores tipo D1, esta acción es contrarrestada por la 

tirosina fosfatasa enriquecida en el cuerpo estriado (STEP), la cual desfosforila a ERK (Klein 

et al., 2019). La actividad de STEP depende de su desfosforilación por PP1. La activación 

de PKA mediada por receptores D1, ocasiona la inhibición de PP1 y con ello la inactivación 

de STEP. De esta manera, STEP se mantiene fosforilado, aumenta la fosforilación de ERK 

y evita la desfosforilación de las proteínas río arriba de la vía de señalización de ERK. Así, 

la estimulación de receptores tipo D1 por sí sola no modula la fosforilación de ERK, sino 

que requiere del glutamato endógeno para señalizar la vía MAPK (Beaulieu & Gainetdinov, 

2011; Klein et al., 2019; Romanelli et al., 2010). A su vez, ERK activa sustratos distintos 

tanto en el citosol como en el núcleo para modular la expresión génica (Figura 4) (Romanelli 

et al., 2010). Por otra parte, el mecanismo de activación de ERK por receptores tipo D2 aún 

no está completamente definido y se sugiere que está regulado indirectamente por 

proteínas G𝛼q y G𝛼i (Klein et al., 2019; Romanelli et al., 2010).  
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Figura 4. Vías de señalización de los receptores a dopamina. Creado en Biorender. La 

señalización de la dopamina esta mediada por dos subtipos de receptores, los cuales activan o 

inhiben diversas cascadas de señalización. Las flechas negras indican activación y las fechas T rojas 

indican inhibición. AC, adenilato ciclasa; AMPc, adenosín monofosfato cíclico; CaMKII, cinasa 2 

dependiente de calcio/calmodulina; CDK5, cinasa dependiente de ciclina 5; DAG, diacilglicerol; 

DARPP-32, fosfoproteína de 32 KDa regulada por AMPc y dopamina; ERK, cinasa regulada 

extracelularmente; GIRK, canal de potasio rectificador interno activado por proteína G; IP3, inositol-

1,4,5-trifosfato; MAPK, proteína cinasa activada por mitógenos; MEK, proteína cinasa cinasa 

activada por mitógeno; NMDA, N-metil-D-aspartato; PKA, proteína cinasa dependiente de AMPc; 

PKC, proteína cinasa C; PLC, fosfolipasa C; PP1, proteína fosfatasa 1; PP2B, proteína fosfatasa 2B 

dependiente de calmodulina; STEP, tirosina fosfatasa enriquecida en estriatal.  

 

1.4 Células troncales tumorales 

1.4.1 Definición y características 

Dentro de un tumor, existe una subpoblación de células denominada “células troncales 

tumorales” (CTT; en inglés llamadas “cancer stem cells”) con características biológicas 

similares a las células troncales normales. La hipótesis de las CTT sugiere que una 
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subpoblación ubicada en la parte superior de la jerarquía de células tumorales, contribuye 

a la heterogeneidad del tumor y es capaz de originar nuevos tumores, además de tener un 

papel crítico en la progresión del cáncer (Shibue & Weinberg, 2017). 

Las CTT se caracterizan por poseer una capacidad intrínseca de autorrenovación y el 

potencial de diferenciación, dando lugar a una variedad de fenotipos dentro de los tumores 

(Velasco-Velázquez et al., 2019). Estas células son capaces de dividirse asimétricamente, 

con la finalidad de producir una célula madre, que habilita la capacidad de autorrenovación, 

y una célula progenitora, la cual permite generar células cancerosas fenotípicamente 

diversas que constituyen al tumor (Velasco-Velázquez et al., 2012). Es por ello que las CTT 

son consideradas las responsables del mantenimiento y propagación del tumor (Wu et al., 

2020).  Además, dada su capacidad para iniciar tumores, las CTT son responsables de la 

diseminación metastásica, puesto que muestran una mayor movilidad celular, capacidad de 

invasión y sobreexpresan genes que promueven la metástasis, así como por su plasticidad 

y promoción de la actividad transición epitelio-mesénquima (EMT) (Taurin & Alkhalifa, 2020; 

Velasco-Velázquez et al., 2012; Wu et al., 2020). De igual manera, se ha demostrado que 

las CTT son más resistentes que las que no son CTT, a varios tipos de terapias 

convencionales (Shibue & Weinberg, 2017) y son las causantes de las recaídas clínicas 

después de un tratamiento quimioterapéutico inicialmente exitoso (Batlle & Clevers, 2017).  

La primera evidencia concluyente de la existencia de CTT fue en leucemia mieloide aguda 

(LMA) (Bonnet & Dick, 1997). Actualmente, las CTT se han detectado en una variedad de 

cánceres hematopoyéticos y tumores sólidos, incluido el cáncer de mama (Wu et al., 2020). 

1.4.2 Identificación de las células troncales tumorales de mama (CTTM) 

Para poder estudiar las características de esta subpoblación, es necesaria su identificación 

empleando técnicas que permitan distinguirlas del resto de la población de células 

tumorales. Una de las técnicas más utilizadas es la detección específica de antígenos de 

superficie por citometría de flujo.  

En CaMa, la expresión de los marcadores de superficie CD44+/CD24-/bajo se usa 

comúnmente para definir a esta subpoblación (Luo et al., 2015). Por otra parte, la actividad 

del aldehído deshidrogenasa 1 (ADLH1), una enzima responsable de la oxidación de 

aldehídos intracelulares, se ha utilizado como un marcador de células madre mamarias 
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humanas tanto normales como malignas y un predictor de un mal pronóstico (X. Zhang et 

al., 2020).  

Otras de las técnicas para la identificación de CTTM son la exclusión de los colorantes, 

cultivo de tumoresferas, y más reciente, el uso de sistemas reporteros, que se han 

convertido en herramientas esenciales para analizar la contribución de las CTT a la 

progresión del cáncer y desarrollar terapias selectivas para esta subpoblación (Luo et al., 

2015; Salinas-Jazmín et al., 2021). 

1.4.3 Importancia clínica de las células troncales tumorales de mama  

Las CTTM son responsables de la resistencia a las terapias estándares, recurrencia y 

progresión de los tumores de CaMa (Taurin & Alkhalifa, 2020; Velasco-Velázquez et al., 

2012). De acuerdo con la evidencia, la resistencia a los agentes quimioterapéuticos que 

presentan las CTT es resultado de la expresión elevada de transportadores de salida, el 

aumento de la expresión de proteínas antiapoptóticas (Taurin & Alkhalifa, 2020), así como  

alteraciones en las vías de señalización de autorrenovación y de determinación del destino 

celular, incluidas Notch, Wnt, Hedgehog y HER-2 (Velasco-Velázquez et al., 2012). 

Además, dado que las CTT están inactivas y normalmente tienen ciclos más lentos que las 

células diferenciadas, esta subpoblación es intrínsecamente más resistentes a los fármacos 

quimioterapéuticos que alteran el ciclo celular (Luo et al., 2015). 

Se ha reportado que los diferentes subtipos de cáncer de mama muestran diferentes 

abundancias de CTTM. Los subtipos de TN y HER2+ comúnmente están mucho más 

enriquecidas de CTTM en comparación con el subtipo luminal. Particularmente, el CMTN 

contiene la mayor proporción de CTTM en comparación con otros subtipos, lo que 

contribuye a su mal pronóstico (Zhou et al., 2019). Actualmente, el único tratamiento 

establecido contra el CMTN es la quimioterapia citotóxica; sin embargo, un número 

considerable de pacientes desarrolla resistencia. En el caso del cáncer de mama luminal, 

la presencia de las CTTM también se considera la principal causa de resistencia a la terapia 

hormonal (Zhou et al., 2019) 

Dada la relevancia de las CTTM, se han propuesto nuevas terapias dirigidas a este grupo 

de células. La hipótesis de CTT sugiere que el recrecimiento del tumor después de la 

resección tradicional y/o enfoques de quimio o radioterapia, puede detenerse si las células 

de repoblación se destruyen con un agente dirigido selectivamente a las CTT (Luo et al., 
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2015). Es por ello que, enfocarse en esta subpoblación clínicamente podría conducir a una 

reducción de la metástasis y de la recidiva clínica (Luo et al., 2015). 

A pesar de que los resultados de los ensayos preclínicos y clínicos son prometedores en la 

selectividad a las CTTM, es necesaria una evaluación adicional de la eficacia y seguridad 

de estas terapias. Se ha descrito que tanto las CTTM como las células troncales mamarias 

normales (CTMN), comparten marcadores de vías de señalización; sin embargo, hasta el 

momento se desconoce si los agentes dirigidos a las CTTM puedan afectar a las CTMN, lo 

que ocasionaría graves efectos secundarios relacionados con el tratamiento (Zhou et al., 

2019). 

Por otra parte, los resultados en los ensayos clínicos han demostrado que la combinación 

de agentes dirigidos a las CTTM con la quimioterapia o la terapia hormonal, mejora la 

eficacia del tratamiento (Luo et al., 2015; Zhou et al., 2019). Por ejemplo, se ha reportado 

que el porcentaje de las CTTM identificadas con los marcadores CD44+/CD24-, así como 

su actividad formadora de mamoesferas, aumentan después de la quimioterapia (Luo et al., 

2015). En cambio, la terapia combinada utilizando un inhibidor de HER2 y EGFR, Lapatinib, 

junto con quimioterapia previno el aumento de CTTM (Luo et al., 2015).  No obstante, la 

combinación de agentes dirigidos a la CTTM y  diversas terapias convencionales requiere 

más investigación (Zhou et al., 2019). 

1.5 Receptores de dopamina en cáncer 
La creciente evidencia sugiere que los RD desempeñan un papel vital en el cáncer, 

asociándose a la muerte celular, proliferación, invasión y migración de células tumorales 

(X. Wang et al., 2019).  

Estudios recientes han reportado que los RD se expresan en CTT mamarias, leucémicas, 

y de carcinoma pulmonar, y que pueden participar en la supervivencia, expansión y/o 

diferenciación de las CTT. Lo anterior ha llevado a la propuesta de que la modulación 

farmacológica de RD puede ser eficaz en el desarrollo de nuevas terapias adyuvantes para 

tumores que expresen estos receptores. Sin embargo, aún no se ha esclarecido el papel 

que juegan los RD en la biología de células de cáncer de mama. 

Recientemente, se ha reportado la sobreexpresión de los RD en diferentes tipos de cáncer, 

entre los cuales se encuentran cáncer gástrico, tumores neuroendocrinos, glioblastoma, 

carcinoma hepático, entre otros. Asimismo, se ha observado que la presencia de 
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polimorfismos de RD, que afectan la función y expresión de la proteína, están relacionados 

con el riesgo de padecer ciertos tipos de cáncer como el cáncer gástrico, colorrectal o de 

pulmón (células no pequeñas) (X. Wang et al., 2019). 

Hasta la fecha, múltiples estudios han demostrado que los RD se expresan diferencialmente 

en varios tumores y que cada tipo de tumor tiene un patrón específico de expresión de RD. 

Por ejemplo, DRD4 se sobreexpresa solo en la LMA, y DRD3 se expresa solo en 

glioblastoma (GBM) pero a niveles más bajos que en cerebro normal de acuerdo con datos 

obtenidos de The Cancer Genome Atlas (TCGA), a través de la plataforma UCSC Xena. En 

otros estudios se ha observado que DRD2 y DRD4, dos miembros de la familia D2, están 

regulados al alza en los tumores GBM en comparación con el tejido normal adyacente 

(Dolma et al., 2016; Prabhu et al., 2019). De hecho, se ha propuesto la alta expresión de 

DRD2 o DRD4 como un predictor independiente de supervivencia reducida en pacientes 

con GBM (Dolma et al., 2016; Prabhu et al., 2019). 

Se han reportado alteraciones en la expresión de RD no solo en células cancerosas sino 

también en células asociadas a tumores (X. Wang et al., 2019). Además, cambios en la 

expresión de los RD alteran diversas funciones de las células cancerosas, lo que indica que 

la modulación de la actividad de los receptores impacta en la biología tumoral (X. Wang et 

al., 2019). Por lo tanto, los RD se han señalado como posibles dianas terapéuticas para 

mejorar la respuesta clínica en pacientes con cáncer (J. K. Lee et al., 2016; Roney & Park, 

2018; Weissenrieder et al., 2019). 

En diversos estudios se ha observado que el tratamiento con fármacos dopaminérgicos 

tiene efecto en funciones celulares de diversos tipos de cáncer. Por ejemplo, el uso de 

antagonistas de los RD tipo 2 inhiben la proliferación celular en leucemia (Zhelev et al., 

2004), melanoma (Nordenberg et al., 1999) y neuroblastoma (Gil-Ad et al., 2004), y 

disminuyen la migración en células de cáncer de mama (Zhao et al., 2016).  

1.5.1 Receptores de dopamina en cáncer de mama 

Se ha demostrado que la expresión de los RD es mayor en tumores malignos que en 

benignos, los cuales a su vez expresan mayores niveles de RD que el tejido mamario 

normal (Carlo et al., 1986). La administración exógena de DA reduce el crecimiento tumoral 

y la angiogénesis in vivo (Peters et al., 2020; S. Wang et al., 2015). Sin embargo, no está 

claro si esos efectos están mediados por una subfamilia o un RD específico. Además, los 
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estudios destinados a dilucidar el papel de receptores específicos en el CaMa han mostrado 

resultados contradictorios. 

Borcherding et al. identificaron la expresión de DRD1 en diversas líneas celulares de cáncer 

de mama y muestras de pacientes. Los autores observaron que este receptor se encuentra 

elevado en muestras tumorales en comparación con tejido normal y se asocia con un mal 

pronóstico y metástasis (Borcherding et al., 2016). En otro estudio, se determinó que DRD2 

se encuentra sobreexpresado en muestras de tumores mamarios de pacientes, así como 

en líneas celulares, relacionándolo con la progresión tumoral (Gholipour et al., 2018). Sin 

embargo, resultados preliminares de nuestro grupo utilizando la herramienta bioinformática 

UCSC Xena, muestran que la expresión de los RD en tumores mamarios humanos se 

encuentra disminuida en comparación con la expresión en tejido sano, a excepción del 

DRD4, el cual se encuentra sobreexpresado en muestras tumorales. 

Por otra parte, existe evidencia que indica que el uso de agonistas o antagonistas de RD 

tiene un efecto diferente en diversas funciones en células de cáncer de mama. Una de las 

evidencias, señala que el uso de dopamina o fenoldopam (agonista de DRD1), suprime la 

viabilidad, induce muerte por apoptosis y disminuye la invasión en diferentes líneas 

celulares de cáncer de mama (Borcherding et al., 2016). En otro estudio, analizaron el 

efecto inhibitorio de agonistas de D1 en tumores mamarios, y observaron una disminución 

en el crecimiento tumoral in vivo así como inhibición en la migración de células triple 

negativo tras el tratamiento (Minami et al., 2017). Esto nos sugiere que la señalización 

dopaminérgica mediada por DRD1 es importante para la progresión del cáncer de mama. 
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2. Planteamiento del problema y justificación 

El estudio de los RD ha tomado gran relevancia en las CTT, ya que participan en la 

supervivencia, expansión y/o diferenciación de esta subpoblación. Existe evidencia que 

demuestra la expresión de todos los RD en las CTT leucémicas, mientras que las células 

troncales hematopoyéticas carecen de ellos (Sachlos et al., 2012). Además, el bloqueo de 

los RD con tioridazina, un antagonista de los RD, induce la diferenciación en CTT 

leucémicas, sin tener ningún efecto sobre células madre pluripotentes o hematopoyéticas 

normales (Sachlos et al., 2012). Un análisis adicional mostró que la tioridazina tiene un 

efecto antitumoral in vivo en xenotrasplante de células de LMA sin afectar a las células 

madre hematopoyéticas en modelos murinos (Sachlos et al., 2012). Asimismo, el uso de 

tioridazina disminuye la formación de esferas y la expresión de genes de troncalidad en 

células de hepatocarcinoma (Lu et al., 2015) e induce apoptosis en CTT de cáncer 

colorrectal (C. Zhang et al., 2017). 

En otros tipos de cáncer, como los gliomas, se ha identificado la expresión del DRD2 en 

CTT incrementando la malignidad de los tumores (Caragher et al., 2019; X. Wang et al., 

2019). A su vez, el DRD4 (otro miembro de la familia D2), participa en mantenimiento del 

fenotipo troncal, ya que antagonistas selectivos del receptor disminuyen la proliferación e 

inhiben su clonogenicidad, sin tener ningún efecto sobre células troncales neuronales 

normales (Dolma et al., 2016). 

En cáncer de mama, se ha determinado que las CTT de muestras de tumores triples 

negativos de pacientes, expresan los receptores DRD3 (tipo D2) y DRD5 (tipo D1) (Sachlos 

et al., 2012), lo que sugiere que los RD podrían tener un papel en la biología de las CTT. El 

tratamiento con dopamina disminuye el porcentaje de células con inmunofenotipo 

CD44+/CD24-/bajo, asociado a CTTM, mientras que el antagonista de la familia D1, SCH-

23390, aumenta dicha fracción. Esto sugiere que los receptores del tipo D1 podrían estar 

implicados en la supervivencia de las CTT de cáncer de mama (S. Wang et al., 2015). 

Asimismo, se ha visto que la tioridazina inhibe la formación de mamoesferas al alterar la 

vía STAT3/IL-6 (Tegowski et al., 2018). 

Con la evidencia mostrada, se sugiere que los receptores a dopamina juegan un papel 

importante en la progresión del cáncer en diversos tumores no-neurales, incluidos el cáncer 

de mama, hepatocarcinoma, leucemia, entre otros. Sin embargo, de acuerdo con los datos 

mostrados, se requiere dilucidar el papel de cada uno de estos receptores en la biología de 
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las células de cáncer de mama, ya que se desconoce la expresión de estos receptores, si 

existe una expresión diferencial en subpoblaciones y cuál es la participación de cada uno 

de ellos en funciones celulares específicas. Por lo tanto, en este trabajo se busca determinar 

el papel de los receptores a dopamina en troncalidad de células de cáncer de mama. 

3. Hipótesis 

Las células troncales de cáncer de mama expresarán receptores de dopamina, por lo que 

la modulación farmacológica de los receptores afectará la troncalidad. 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 
Analizar, en modelos celulares de cáncer de mama, el papel de receptores de dopamina en 

la troncalidad celular. 

4.2 Objetivos específicos 
• Evaluar la expresión de los receptores de dopamina en líneas celulares de cáncer de 

mama que representan diferentes subtipos de la enfermedad, diferenciando la 

expresión en población troncal vs. no troncal. 

• Evaluar el efecto de agonistas y antagonistas de los receptores de dopamina en la 

viabilidad de células de cáncer de mama. En caso de identificar efecto citotóxico se 

analizará la susceptibilidad de las subpoblaciones. 

• Evaluar el efecto del tratamiento con fármacos agonistas o antagonistas de los 

receptores de dopamina en la fracción troncal de células de cáncer de mama. 
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5. Materiales y métodos 

5.1 Líneas y cultivo celulares  

Se utilizaron dos líneas celulares de cáncer de mama humano, obtenidas de la American 

Type Culture Collection (ATCC). La línea celular MDA-MB-231, del subtipo TN se cultivó en 

medio Leibovitz’s L-15 (L-15, 41300-039, GIBCO) suplementado con 10% de Suero Fetal 

Bovino (SFB, GIBCO), en atmósfera 100% de aire a 37°C. La línea celular, MCF7, positiva 

a receptor de estrógenos, se cultivó en medio Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) 

(ME-063, In Vitro) con 10% de SFB y 0.01 mg/mL de insulina recombinante humana (sc-

360248, Santa Cruz Biotechnology) en atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2 a 37°C. 

Para la producción de lentivirus (ver sección 5.2), se utilizó la línea celular HEK293 obtenida 

de la ATCC. Esta línea se cultivó en medio Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM, 

12100-017, GIBCO) suplementado con 10% SFB en atmósfera de 95% de aire y 5% de 

CO2 a 37°C.  

Para la transfección de las células HEK-293 se utilizó el medio de empaquetamiento de 

lentivirus, el cual contiene medio OptiMEM reducido en suero (31985-070, GIBCO), 5% de 

SFB y 1 mM de piruvato de sodio (11360-070, GIBCO).  

Para realizar el subcultivo de células adheridas, las células se despegaron mediante 

disgregación enzimática, utilizando tripsina 0.05% EDTA 1X (25300-062, GIBCO) durante 

3 min a 37°C.  

5.2 Producción de lentivirus 

Las células HEK293 se transfectaron con la construcción de reportero lentiviral SORE6 

(Figura 5).  Esta construcción contiene la secuencia del minigen SORE6, conformada por 6 

repeticiones en tándem del elemento de respuesta compuesto SOX2/OCT4, seguida de la 

secuencia de la proteína verde fluorescente (GFP) desestabilizada. La secuencia del 

minigen SORE6 se muestra a continuación, con el elemento de respuesta SOX2/OCT4 en 

negritas: 

5’atctatcgatcagctacttttgcattacaatggccttggtgcagctacttttgcattacaatggccttggtgcagctacttttgc

attacaatggccttggtggaattccagctacttttgcattacaatggccttggtgcagctacttttgcattacaatggccttggt

gcagctacttttgcattacaatggccttggtgactagttcta-3’. Como control de la expresión de fondo de 
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la GFP debido al promotor mínimo de citomegalovirus (CMV), se utilizó la construcción 

minCMVp-GFP.  

Figura 5. Esquema del sistema reportero lentiviral SORE6. Modificado de Tang et al., 2015. 

AttB1, B2, B4, B5 representan sitios AttB para la clonación recombinante Gateway; SORE es el 

elemento de respuesta compuesto SOX2/OCT4; mCMVp: promotor mínimo de CMV, control de 

expresión.  

Se sembraron 2,000,000 células HEK293T en placas para cultivo celular de 100 mm, una 

placa para cada construcción diferente y se incubaron por 24 h. Para la transfección se 

siguió el protocolo de lipofectamina 3000 (L3000-001, Invitrogen) con algunas 

modificaciones. En un microtubo Eppendorf (MCT-150-C, Axygen) de 1.5 mL se preparó la 

mezcla A (Microtubo A, ver tabla 2) y se mezcló con ayuda del vórtex de 2 a 3 veces. En 

otro microtubo se preparó la mezcla de reacción (Microtubo B, ver tabla 2) y se mezcló bien.  

Tabla 2.  Preparación de mezclas de reacción para la producción de lentivirus. 

Microtubo A Microtubo B 

25 μL de Lipofectamina 3000 Plásmidos/Reactivo SORE6 GFP (μg) CMV GFP (μg) 

psPAX2 1.5 1.5 

pMD2.G  0.75 0.75 

750 μL de medio OptiMEM  pDest-663 3.0 3.0 

750 μL de medio OptiMEM 

8 μL del reactivo P3000 

 

Se añadió el volumen del microtubo A al volumen del microtubo B y se incubaron durante 

20 min a temperatura ambiente (TA). Se cambió el medio de las células HEK-293 por 6 mL 

de medio fresco con los siguientes requerimientos: 3 mL medio DMEM con 5% SFB y 3 mL 

de medio de empaquetamiento de lentivirus. Posteriormente, se añadió el contenido de 

cada uno de los microtubos a cada placa de cultivo por medio de goteo, se agitaron las 

placas con cuidado de manera orbital y se incubaron durante 6 h a 37°C. Después de este 



31 
 

tiempo, se removió y cambió el medio de cada placa por 12 mL de medio de 

empaquetamiento de lentivirus; se dejó incubar durante toda la noche a 37°C.  

Transcurridas 24 h posterior a la transfección, se recolectó el medio de las células HEK-

293 en tubos de 50 mL (uno para cada construcción) y se almacenaron a 4°C. Se añadieron 

12 mL de medio fresco de empaquetamiento de lentivirus a las células y se incubaron a 

37°C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo, se realizó la segunda recolección del 

sobrenadante viral (52 h post-transfección) en los mismos tubos de 50 mL utilizados el día 

anterior y se desecharon las células. Los tubos se centrifugaron a 800 x g durante 10 

minutos y se filtró el sobrenadante a través de filtros de membrana de 45 μm. Se alicuotó 

el sobrenadante viral en microtubos Eppendorf de 1.5 mL, cada uno con 1 mL y se 

almacenaron a -70°C hasta su uso. 

5.3 Transducción de líneas celulares de cáncer de mama 

Las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF7 se transdujeron con el sistema lentiviral SORE6-

GFP y su respectivo control (minCMVp-GFP). Se sembraron 100,000 células por pozo 

(línea MDA-MB-231) y 500,000 células por pozo (línea MCF7) en placas de 6 pozos, 

incubándose toda la noche a 37°C. Posteriormente, se reemplazó el medio por 1 mL de 

medio fresco para cada línea celular, y se añadió 1 mL de lentivirus y bromuro de 

hexadimetrina (107690, SIGMA, concentración final 8 μg/mL) a cada pozo (ver figura 6). Se 

incubaron por 24 h y se reemplazó el medio por 3 mL medio fresco. 

Figura 6. Diseño experimental para la transducción de células de CaMa. Control negativo: 

células con su correspondiente medio de cultivo; control positivo: células con medio de cultivo y 

puromicina (8 μg/mL). Pozos 2A y 2B: células transducidas con el sistema control minCMV-GFP (sin 

y con puromicina, respectivamente). Pozos 3A y 3B: células transducidas con el sistema SORE6-

GFP (sin y con puromicina, respectivamente). 
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Se comenzó la selección con puromicina al 0.5 μg/mL (P8833, SIGMA), como se describe 

en la figura 5, de 3 a 5 días. Después de la selección, se expandieron las células para 

realizar el sorting por medio de citometría de flujo, seleccionando aquellas que expresaban 

la GFP. Finalmente, se dejaron proliferar las células para realizar los experimentos 

posteriores. Las líneas transducidas se denominaron sublíneas MDA-MB-231/SORE6 y 

MCF7/SORE6. 

5.4  Agonistas y antagonista de los receptores a dopamina 

Se utilizaron 2 fármacos agonistas: SKF-38393 para la familia D1 (sc-264306, Santa Cruz 

Biotechnology) y Quinpirol para la familia D2 (Q102, SIGMA). Asimismo, se utilizaron 2 

fármacos antagonistas: SCH-23390 para la familia D1 (D054, SIGMA) y Haloperidol para la 

familia D2 (sc-203596, Santa Cruz Biotechnology).  

Las soluciones stock de los fármacos fueron preparadas en agua Mili Q a excepción del 

haloperidol, la cual fue preparada en dimetilsulfóxido al 100% (DMSO, D4540, SIGMA). 

Todas las soluciones stock se esterilizaron mediante filtración utilizando filtros de 

membrana de 20 μm y fueron almacenadas a -70°C, protegidas de la luz, hasta su uso.  

5.5  Identificación de los receptores a dopamina por citometría de flujo  

Para detectar la presencia de 4 de los RD (DRD1, DRD2, DRD4 y DRD5) se realizó una 

tinción de membrana e intracelular en las sublíneas celulares MCF7/SORE6 y MDA-MB-

231/SORE6, en condiciones basales. Se sembraron 450,00 células de la sublínea MDA-

MB-231/SORE6 y 500,000 células sublínea MCF7/SORE6 por pozo en placas de 6 pozos 

para cada tinción. Además, se sembraron 50,000 células de su respectiva sublínea 

minCMV-GFP para cada tinción; se incubaron durante toda la noche a 37°C. Se lavaron las 

células con PBS 1X y se añadieron 500 μL PBS/EDTA al 0.02%, incubándose a 37°C 

durante 5 min. Posteriormente, se añadieron 500 μL de PBS 1X y se recolectaron las células 

en tubos de 5 mL. Los tubos se centrifugaron a 1200 x g por 5 min y se retiró el 

sobrenadante. 

5.5.1 Tinción de marcadores de membrana 

Se añadieron 800 μL de buffer de bloqueo (PBS 1x, 5% SFB) para las sublíneas celulares 

MCF7/SORE6 y MDA-MB-231/SORE6 y 100 μL para su respectiva sublínea minCMV-GFP; 

se incubaron durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se colocaron 100 μL de la 

suspensión celular en cada uno de los tubos y se tiñeron las células con los anticuerpos 
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anti-RD e isotipos correspondientes (Tabla 3) durante 30 min a 4°C protegidas de la luz. 

Las cantidades de los diferentes isotipos se utilizaron de acuerdo con las recomendaciones 

del fabricante. Finalmente, las células se lavaron en buffer de lavado (PBS 1x, 2% SFB, 

0.01% NaN3) dos veces y se resuspendieron en 300 μL de PBS 1X. Las muestras se 

adquirieron en el citómetro Attune-NxT (Life Technologies) y se analizaron utilizando el 

software FlowJo 10.0. 

5.5.2 Tinción de proteínas intracelulares 

Se resuspendieron completamente las células y se agregaron 200 μL de la solución de 

fijación/permeabilización (554715, BD) incubando durante 20 minutos a 4°C. Se lavaron las 

células 2 veces con 400 μL del buffer BD Perm/wash para permeabilizar las células. 

Posteriormente, se añadieron 400 μL del buffer BD Perm/wash, y se colocaron 50 μL de la 

suspensión celular por tubo. Se añadió la cantidad indicada en la tabla 3 del anticuerpo o 

isotipo apropiado y se incubaron a 4°C por 30 minutos en la oscuridad. Finalmente, se 

lavaron las células con 200 μL del buffer BD Perm/Wash dos veces y se resuspendieron en 

300 μL de PBS 1x para el análisis por medio de citometría de flujo. Las muestras se 

adquirieron en el citómetro Attune-NxT (Life Technologies) y se analizaron utilizando el 

software FlowJo 10.0. 

Tabla 3. Anticuerpos anti-RD e isotipos utilizados para citometría de flujo. 

Anticuerpo Marca/Catálogo/Especie Concentración Fluorocromo  

Anti-DRD1 R&D Systems, FAB8276V, 

ratón 

0.25 μg Alexa Fluor 405 

Anti-DRD2 Santa Cruz Biotechnology, 

sc-5303, ratón 

0.2 μg Alexa Fluor 647 

Anti-DRD4 Santa Cruz Biotechnology, 

sc-136169, ratón 

0.2 μg PE 

Anti-DRD5 Santa Cruz Biotechnology, 

sc-376088, ratón 

0.2 μg Alexa Fluor 647 

Isotipo IgG2a, k R&D Systems, IC003V, 

ratón 

0.5 μL Alexa Fluor 405 

Isotipo IgG2a, k BD Pharmingen, 555574, 

rata  

1 μL PE 

Isotipo IgG2a, k BD Pharmingen, 557857, 

ratón 

0.5 μL Alexa Fluor 647 

 



34 
 

5.6  Evaluación de la viabilidad celular  

Para evaluar el efecto de los fármacos dopaminérgicos en la viabilidad de las células CaMa, 

se utilizó el ensayo colorimétrico de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil 

tetrazolio (MTT) (M5655, SIGMA). En placas de 96 pozos (701001, NEST) se sembraron 

2,000 células de CaMa por pozo en 100 μL de medio, por sextuplicado para cada condición, 

y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Se trataron las células con los fármacos 

(agonistas o antagonistas) a diferentes concentraciones (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 

50 y 100 μM) y se incubaron durante 72 h. Como vehículo, se utilizó el disolvente 

correspondiente para cada fármaco.  

Transcurrido el tiempo, se añadió el reactivo de MTT al 0.5% y se incubó durante 2 h a 37°C 

para la línea celular MCF7 y por 2 h 30 min a 37°C para la línea celular MDA-MB-231. 

Posteriormente, se retiró el medio y se añadieron 100 μL de DMSO, colocando la placa en 

agitación (150 rpm/5 min/TA) protegida de la luz. Finalmente, se midió la absorbancia a 570 

nm en el espectrofotómetro Epoch (BioTeK) con el Software Gen 5. Los ensayos se 

realizaron por triplicado para cada uno de los fármacos en cada línea celular.  

Para el análisis de datos, las lecturas de absorbancia obtenidas se normalizaron con 

respecto al vehículo correspondiente. Se calculó la concentración inhibitoria 50, utilizando 

una regresión no lineal con un modelo de dosis-respuesta de inhibición (log vs respuesta 

de 4 parámetros) con el programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software). El análisis 

estadístico se determinó mediante ANOVA de una vía, seguido de una comparación 

múltiple de Dunnet. 

5.7  Determinación de la fracción troncal (SORE6-GFP+) tras el tratamiento 

con los fármacos dopaminérgicos 

Se sembraron 30,000 células MDA-MB-231 y 35,000 células MCF7 transducidas con el 

sistema reportero SORE6-GFP y su respectivo control (minCMV-GFP) en placas de 24 

pozos, se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se trataron las células con los agonistas 

o antagonistas de los RD a diferentes concentraciones (10, 1, 0.1 y 0.01 μM) y sus 

respectivos controles (vehículo) durante 72 h. Transcurrido este tiempo, se lavaron las 

células con PBS 1X y se recogieron mediante digestión enzimática. Posteriormente, se 

añadió PBS 1X, se centrifugaron a 1,200 x g durante 5 min y se retiró el sobrenadante. Con 

la finalidad de verificar que a las concentraciones de los fármacos utilizados no afectaron la 

viabilidad celular, se utilizó la tinción con 7-AAD (A9400, SIGMA) a una concentración final 
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de 5 μg/mL. Se incubó durante 20 min y se lavó dos veces con PBS 1X. Finalmente se 

resuspendieron las células en 300 μL de PBS 1X y se adquirieron las muestras en el 

citómetro Attune-NxT (Life Technologies) y se analizaron utilizando el software FlowJo 10.0. 

5.8  Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software Prisma 8.0 (GraphPad) de acuerdo 

con el tipo de variable y los grupos a comparar. Para determinar diferencias significativas 

entre dos grupos se utilizó la prueba t de Student con un intervalo de confianza del 95%.  

Para comparar más de dos grupos se utilizó una prueba de análisis de varianza (ANOVA) 

de una vía con un intervalo de confianza del 95%, seguida de una prueba de comparación 

múltiple de Dunnett. En todos los casos, el valor de p < 0.05 se consideró estadísticamente 

significativo. 
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6. Resultados 

6.1  Los receptores de dopamina se expresan en las muestras de 

pacientes con cáncer de mama 

Análisis realizados en la plataforma UCSC Xena (Goldman et al., 2020), a partir de datos 

obtenidos de TCGA, muestran que los RD se expresan diferencialmente entre tejido normal 

y tumoral. Tal como se observa en la figura 7, los receptores DRD1 y DRD2 se subexpresan 

en tejido tumoral en comparación con el tejido normal. Además, no hay cambios en la 

expresión de DRD3 y DRD5; sin embargo, no se observa expresión de DRD3 en ninguno 

de los tejidos. Por lo contrario, DRD4 se sobreexpresa en tejido tumoral en comparación 

con el tejido normal. 

 

Figura 7. DRD4 se sobreexpresa en tejido tumoral en comparación con el tejido sano. 

Expresión de los receptores de dopamina en muestras de tumores de pacientes con cáncer de mama 

(cajas azules) en comparación con tejido normal adyacente al tumor (cajas rojas). El análisis 

estadístico se realizó utilizando la prueba de t de Welch. 

6.2  La expresión de algunos RD tiene un impacto en el pronóstico de los 

pacientes con cáncer de mama 

Existe evidencia que demuestra que la sobreexpresión o subexpresión de los RD se 

correlaciona con un mal pronóstico para los pacientes con cáncer de mama (X. Wang et al., 

2019). Por ello se analizó la expresión de los RD en cáncer de mama y su relación con el 

impacto clínico, realizando una búsqueda en la plataforma UCSC Xena. En múltiples bases 



37 
 

de datos se encontró que la sobreexpresión de DRD1 o la baja expresión de DRD4 se 

asociaron con una disminución en la sobrevida general del paciente, independientemente 

del subtipo de la enfermedad. Además, los pacientes con disminución en la expresión de 

DRD4 tienen un mayor riesgo de metástasis (Tabla 4). En casos particulares, la 

sobrexpresión de DRD2 o la baja expresión de DRD5 se correlacionó con una menor 

sobrevida de los pacientes (Tabla 4). Estos resultados sugieren que la expresión de DRD1 

promueve la progresión del cáncer mientras que la expresión de DRD4 favorece un mejor 

pronóstico. Asimismo, la expresión de los RD, en especial DRD1 y DRD4, podrían ser un 

blanco terapéutico para el cáncer de mama. 

Tabla 4. Expresión de los receptores de dopamina en muestras de pacientes y su valor 

clínico. 

Base de datos Subtipo de 

CaMa 

RD Expresión P (logrank 

test) 

Valor clínico 

TCGA  RE+/- DRD1 Alta 0.04961 Menor sobrevida 

TCGA  RE- DRD4 Baja 0.03067 Menor sobrevida 

Caldas, 2007  RE- DRD1 Alta 1.71E-09 Menor sobrevida 

Caldas, 2007  RE- DRD2 Alta 1.19E-07 Menor sobrevida 

Caldas, 2007  RE+ DRD4 Baja 0.03101 Menor sobrevida 

Wang, 2005  RE+ DRD4 Baja 0.01242 Recaída 

Wang, 2005  RE+ DRD5 Baja 0.007268 Recaída 

Vijver, 2002  RE+ DRD4 Baja 0.02894 Metástasis 

Yau, 2010  RE+ DRD4 Baja 0.005978 Metástasis distante 

Yau, 2010  Luminal 

AB 

DRD4 Baja 0.001011 Metástasis distante 

VantVeer, 2002  RE+ DRD4 Baja 0.007752 Metástasis 

Chin, 2006  RE+ DRD1 Alta 0.01053 Menor sobrevida 

 

6.3  Las líneas celulares de cáncer de mama expresan los receptores de 

dopamina. 

Con el objetivo de determinar la presencia de los receptores de dopamina en las células de 

cáncer de mama, se midieron los niveles de los receptores de membrana en las diferentes 
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líneas celulares por medio de análisis de citometría de flujo en células sin permeabilizar. Se 

analizaron 4 de los 5 RD (DRD1, DRD2, DRD4 y DRD5), ya que, en experimentos 

preliminares de PCR en tiempo real, no amplificó DRD3, además de que en resultados 

previos utilizando datos provenientes del TCGA (Figura 7), no se encontró diferencia en la 

expresión de DRD3 entre tejido tumoral y tejido normal de pacientes.  

Para verificar el funcionamiento correcto de los anticuerpos utilizados para este ensayo, se 

emplearon diversas líneas celulares como controles positivos de la expresión de los RD. 

Como se observa en la figura 8, todos los anticuerpos empleados para la detección de los 

RD funcionan adecuadamente y se procedió a la identificación de los RD en las líneas 

celulares de CaMa. 

  

Figura 8. Los receptores de dopamina se expresan en diversas líneas celulares. Análisis 

cuantitativo de la expresión de los RD por citometría de flujo en diferentes líneas celulares, utilizadas 

como controles positivos: DRD1, U87-MG; DRD2, HepG2; DRD4, HepG2 y DRD5: U87-MG. 

Los resultados demostraron que en la sublínea celular MCF7/SORE6 (Figura 9A) no hay 

cambios significativos en la intensidad mediana de fluorescencia (IMF) en comparación con 

su respectivo control de isotipo, lo cual sugiere que no se encuentra ninguno de los RD en 

la membrana celular. Por el contrario, la sublínea celular MDA-MB-231/SORE6 (Figura 9B) 

muestra un aumento en la IMF únicamente para DRD4, lo cual sugiere que se encuentra 

este receptor en la membrana. Debido a que los niveles proteicos de los RD son muy bajos 

en las células de CaMa y solo fue posible detectar cambios en la IMF para establecer la 

presencia de estos receptores, no se pudo determinar la existencia de subpoblaciones 

positivas o negativas a estos RD. 
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Figura 9. El receptor D4 se expresa en la superficie de las células MDA-MB-231/SORE6 del 

subtipo triple negativo. Evaluación de la expresión de RD de membrana en células de cáncer de 

MCF7/SORE6 
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mama, se muestran los histogramas representativos de la cuantificación por citometría de flujo y las 

gráficas de los valores de IMF, (media ± desviación estándar) de 2 o 3 experimentos independientes 

para las líneas celulares MCF7 (A) y MDA-MB-231 (B). La comparación de los valores se realizó con 

respecto al control de isotipo, prueba estadística ANOVA de una vía seguida de una prueba post-

test de Dunnett, **, p<0.001. 

Dado que estudios previos han reportado la presencia tanto del ARNm como de la proteína 

total de los RD en células de cáncer de mama (Borcherding et al., 2016; Gholipour et al., 

2018), decidimos determinar la presencia de los RD intracelularmente en las dos líneas 

celulares de CaMa empleadas en este estudio. Encontramos que en la sublínea 

MCF7/SORE6 hay un aumento en la IMF de DRD1 y DRD4 intracelular (Figura 10A). Este 

mismo comportamiento se observa en la sublínea celular MDA-MB-231/SORE6 (Figura 

10B). Estos resultados sugieren que las proteínas DRD1 y DRD4 sí se expresan en las 

líneas celulares estudiadas, aunque sólo DRD4 se detecta membranalmente (Figura 9B). 

La IMF de DRD1 intracelular es mayor que la de DRD4 para ambas líneas celulares, lo que 

sugiere que el nivel de proteína expresada es mayor para DRD1 que para DRD4. Al 

comparar las dos líneas celulares estudiadas se encontró que los valores de IMF para la 

línea celular MDA-MB-231 son mayores en comparación con la línea celular MCF7, tanto 

para DRD1 como DRD4, indicando que la expresión de estos RD es mayor en la línea 

seleccionada como modelo del subtipo triple negativo. 
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Figura 10. Los receptores D1 y D4 se localizan intracelularmente en las células MCF7 y MDA-

MB-231/SORE6. Análisis cuantitativo de la expresión de los RD intracelulares en las células de 

cáncer de mama. Se muestran los histogramas representativos de la cuantificación por citometría de 

flujo y las gráficas de los valores de IMF, (media ± desviación estándar) de 2 o 3 experimentos 

independientes para las líneas celulares MCF7 (A) y MDA-MB-231 (B). La comparación de los 

valores se realizó con respecto al control de isotipo, prueba estadística ANOVA de una vía seguida 

de una prueba post-test de Dunnett,**,p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001. 

6.4  Una pequeña fracción de las células MCF7 y MDA-MB-231 expresan 

los genes SOX2 y OCT4. 

El sistema reportero lentiviral SORE6 tiene el gen reportero GFP bajo el control de 

elementos de respuesta SOX2 y OCT4, dos de los tres factores reguladores importantes 

de la troncalidad de células madre embrionarias (ESC) (Tang et al., 2015). Tang y 

colaboradores demostraron que este sistema reportero identifica una pequeña población 

de células en líneas celulares de CaMa, la cual posee características esperadas de CTT 

(Tang et al., 2015). En este trabajo se emplearon sublíneas SORE6 previamente generadas 

en el laboratorio, como se muestra en la figura 11, utilizadas para la cuantificación indirecta 

de la fracción troncal.  
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Figura 11. Generación de las sublíneas celulares SORE6 de CaMa. Creado en BioRender.com. 

Las sublíneas celulares SORE6 se originaron a partir de la transducción con el sistema reportero 

lentiviral SORE6-GFP y su respectivo control minCMV-GFP. Posteriormente, se comprobó la 

eficiencia de la transducción por medio de citometría de flujo a partir de la fluorescencia de GFP. Las 

células que contenían la construcción de manera estable se expandieron para realizar el sorting 

mediante citometría de flujo, seleccionando las células que expresaban la GFP. Finalmente, las 

células SORE6-GFP+ se crecieron y mantuvieron para los ensayos posteriores. 

Como se aprecia en la figura 12A, alrededor de un 4% de la línea celular MCF7 se 

identifican como CTT (SORE-GFP+). Por otro lado, en la línea celular MDA-MB-231, 

alrededor de un 9.5% se determina como la fracción troncal (Figura 12B). Estos resultados 

sugieren que, en las células del subtipo triple negativo (MDA-MB-231), existe una mayor 

proporción de células con características troncales, que en la línea receptores hormonales 

positivos (MCF7). 
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Figura 12. La fracción troncal (SORE6-GFP+) es diferente en las líneas celulares MCF7 y MDA-

MB-231. Dot plots representativos de la cuantificación del porcentaje de células SORE6-GFP+ 

(media ± desviación estándar) de 3 experimentos independientes para las líneas celulares MCF7 (A) 

y MDA-MB-231 (B); minCMV-GFP: control de la expresión de GFP, SORE6-GFP: fracción troncal. 

C) Cuantificación del porcentaje de células SORE6-GFP+ (SORE6+) (media ± desviación estándar) 

de 3 experimentos independientes en las líneas MCF7 y MDA-MB-231. La comparación de los 

valores se realizó entre líneas celulares, mediante una prueba de t-student, ***, p<0.001.  

6.5  Los RD se expresan diferencialmente en las células CTT de mama. 

Tras determinar la fracción troncal de cada una de las líneas celulares, se evaluó si existía 

alguna diferencia en la expresión de los RD entre la fracción troncal (SORE6-GFP+) y la 

fracción no troncal (SORE6-GFP-). La estrategia para analizar de forma cuantitativa la 

expresión diferencial de los RD consistió en seleccionar la región de células de CaMa 

(MCF7 o MDA-MB-231) de una gráfica tipo “dot-plot” que se definió por características de 

tamaño (FSC) y granularidad (SSC) (Figura 13A). Posteriormente, se seleccionaron los 

singuletes con ayuda de una gráfica tipo “dot plot” definida por las características tamaño 

(FSC-A vs FSC-H). A partir de dicha región se realizó una gráfica de histograma GFP vs. 

número de eventos, en la cual se delimitó la población SORE-GFP+ o SORE-GFP-. 

Partiendo de la población SORE-GFP+ o SORE-GFP-, se analizó la expresión de los RD. 

Se observó que las células troncales de la línea celular MCF7, expresaban mayormente el 

DRD1 en comparación con las células no troncales (Figura 13B). Por el contrario, la 

subpoblación troncal de esta misma línea celular tiene una menor expresión del receptor 

DRD4 en comparación con el resto de la población (Figura 13B). En relación con la línea 

celular MDA-MB-231, no se detectaron cambios en la expresión de ninguno de los RD entre 

la fracción troncal y la no troncal (Figura 13C). Sin embargo, se observa una tendencia al 

alza en la IMF de los receptores DRD1, así como una tendencia a la baja de DRD4. No 

obstante, estos cambios no son significativos.  
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Figura 13. Los RD se expresan diferencialmente en las células SORE6-GFP+/- de la línea MCF7 

pero no en MDA-MB-231. A) Estrategia para el análisis cuantitativo de la expresión de los RD en 
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células de cáncer de mama. Histogramas representativos de la cuantificación por citometría de flujo 

y valores de IMF, (media ± desviación estándar) de 2 o 3 experimentos independientes para las 

líneas celulares MCF7 (B) y MDA-MB-231 (C); línea roja: células SORE6-GFP-; línea verde: células 

SORE6-GFP+. La comparación de los valores se realizó entre los grupos SORE6-GFP- y SORE6-

GFP+ mediante una prueba de t-student, *, p<0.05; **, p<0.01. 

6.6  El tratamiento con agonistas o antagonistas de los RD no afecta en la 

viabilidad celular a bajas concentraciones. 

Tras determinar la expresión de los RD en las células de CaMa, se evaluó el efecto de 

diversos agonistas y antagonistas de los receptores en la viabilidad de las líneas celulares 

de CaMa, para establecer el rango de concentraciones en el cual la viabilidad celular no se 

afecta, y así, poder realizar ensayos funcionales posteriormente. Además, al tratar las 

células con estos fármacos se buscaba establecer si la modificación de la fracción troncal 

era ocasionada por la acción de los RD. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, en la línea celular MCF7 no se observó una 

disminución significativa en la viabilidad al tratar con el agonista de la familia D1 SKF-38393 

o con el antagonista SCH-23390 (Figura 14A y B). Por el contrario, en la línea celular MDA-

MB-231 se encontró que tanto el agonista como el antagonista de esta familia disminuyen 

la viabilidad celular (Figura 15A y B), observando un mayor efecto con el uso del SCH-

23390, antagonista de la familia D1, a concentraciones mayores (a partir de ≥50 μM). 

  
A) B) 
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Figura 14. Evaluación del efecto de agonistas o antagonistas de los receptores de dopamina 

en la viabilidad de células MCF7. Curvas de concentración representativas del porcentaje de 

viabilidad obtenidas para cada fármaco contra la respuesta observada en el control. Se muestra la 

media ± D.E de 2 o 3 experimentos independientes. La comparación de los valores se realizó 

mediante ANOVA de una vía, seguida de una prueba post-test de Dunnett.***, p<0.001. La línea azul 

representa el rango reportado de concentraciones en el cual se une con especificidad el fármaco al 

receptor. 
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Figura 15. Evaluación del efecto de agonistas o antagonistas de los receptores de dopamina 

en la viabilidad de células MDA-MB-231. Curvas de concentración representativas del porcentaje 

de viabilidad obtenidas para cada fármaco contra la respuesta observada en el control. Se muestra 

la media ± D.E de 3 experimentos independientes. La comparación de los valores se realizó mediante 

ANOVA de una vía, seguida de una prueba post-test de Dunnett; *, p<0.05; ***, P<0.001. La línea 

azul representa el rango reportado de concentraciones en el cual se une con especificidad el fármaco 

al receptor. 

Las gráficas A y B de las figuras 14 (MCF7) y 15 (MDA-MB-231) permiten determinar que 

en el rango de concentraciones en las cuales los fármacos se unen con especificidad a su 

receptor (línea azul de las gráficas), no disminuye la viabilidad de las células de CaMa. 

Estos rangos de concentraciones se muestran en la tabla 5, especificando los valores de 

Ki, en los cuales se sabe que el fármaco se une con especificidad al receptor. Con base en 

lo anterior, se establecieron los rangos de concentraciones a emplear en ensayos 

posteriores. Asimismo, al evaluar el efecto del agonista y antagonista de los receptores de 

la familia D1, se observó que la IC50, tanto en la línea celular MDA-MB-231 como en la 

MCF7, es mayor o igual a 100 μM. 

Tabla 5. Evaluación del efecto de agonistas y antagonistas de receptores a dopamina en 

células de cáncer de mama. 

Fármaco Familia Acción Ki* (M) % Viabilidad a 10 μM 

MDA-MB-231 MCF7 

SKF-38393 D1  

(DRD1, 

DRD5) 

Agonista D1: 10-6.2 – 10-6.8 

D5: 10-7.0 

100 100 

SCH-23390 Antagonista D1: 10-7.4 – 10-9.5 >90 >90 
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D5: 10-7.5 – 10-9.5 

Quinpirol D2 

(DRD2, 

DRD3, 

DRD4) 

Agonista D2: 10-4.9 – 10-7.7 

D3: 10-6.4 – 10-8.0 

D4: 10-7.5 

>90 100 

Haloperidol Antagonista D2: 10-7.4 – 10-8.8 

D3: 10-7.5 – 10-8.6 

D4: 10-8.7 – 10-8.8 

100 100 

*Obtenido de IUPHAR (Beaulieu et al., 2019). 

Por otra parte, el tratamiento con el haloperidol, antagonista de la familia D2, disminuyó la 

viabilidad de las células únicamente a 100 μM tanto en la línea MCF7 (Figura 14D) como 

en MDA-MB-231 (Figura 15D). Mientras que el quinpirol, agonista de la familia D2, no afectó 

significativamente la viabilidad aún a la concentración más alta en ambas líneas celulares 

(Figura 14C y 14C). En el rango de concentraciones donde se sabe que el fármaco se une 

con especificidad a su receptor, no se observó una disminución en la viabilidad para ninguna 

de las líneas celulares (Figura 14 y 15). Con respecto a la IC50 del agonista o antagonista 

de la familia D2, se observó que para ambas líneas celulares es mayor a 100 μM. Asimismo, 

en la tabla 5 se muestra que a una concentración de 10 μM de cada fármaco, la viabilidad 

de las células puede disminuir en un 90% aproximadamente, sugiriendo que a 

concentraciones menores no afectará su viabilidad y que, además, el fármaco se unirá con 

especificidad a su receptor. De esta manera, se determinó que a concentraciones menores 

o iguales a 10 μM se llevarían a cabo los ensayos posteriores. 

6.7 El tratamiento con agonistas o antagonistas de los RD no afecta el 

porcentaje de la población troncal en células de cáncer de mama 

Posteriormente, se evaluó el efecto de los agonistas o antagonistas en la fracción troncal 

mediante el sistema reportero SORE6-GFP. Con la finalidad de corroborar que a las 

concentraciones de fármaco utilizadas no había una muerte celular ocasionada por el 

tratamiento, se realizó una tinción con 7-AAD, un colorante de viabilidad celular fluorescente 

que penetra en las células muertas o dañadas y se une al DNA por lo que las células vivas 

con membranas íntegras son 7-AAD negativas (Technologies, 2018). Posterior al 

tratamiento con los diferentes fármacos dopaminérgicos a bajas concentraciones, no hubo 

un aumento en la muerte con respecto a su control para ninguna de las sublíneas celulares 

(Figura 16), lo cual corrobora nuestros resultados previos (Figuras 14 y 15). 
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Figura 16. El tratamiento con fármacos dopaminérgicos a bajas concentraciones no ocasiona 

un aumento en la muerte de las células de cáncer de mama. Histogramas representativos de la 

cuantificación de células 7-AAD+ por citometría de flujo en las sublíneas celulares MCF7/SORE6 (A) 

y MDA-MB-231/SORE6 (B).  

Tras el tratamiento con los fármacos, tanto el agonista como el antagonista de la familia D1 

no tienen un efecto en la fracción troncal de la sublínea celular MCF7/SORE6 (Figura 17A 

y B), al igual que en la sublínea MDA-MB-231/SORE6 (Figura 18A y B). Cabe mencionar 

que a pesar de no haber encontrado cambios significativos con el tratamiento con SKF-

38393 en la línea MCF7 (Figura 17A), se observó una tendencia a la baja al incrementar la 

concentración del fármaco. Por otra parte, el tratamiento con quinpirol (agonista de la familia 

D2) o SCH-23390 (antagonista de la familia D2), no modificó la fracción troncal tanto en la 

sublínea MCF7/SORE6 (Figuras 17C y D) como en la sublínea celular MDA-MB-

231/SORE6 (Figura 18C y D). Estos resultados sugieren que el tratamiento con los 

fármacos dopaminérgico no afecta a la fracción troncal de ambas líneas celulares de CaMa. 
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Figura 17. Los agonistas o antagonistas de los RD no tienen efecto en la fracción troncal de 

células MCF7/SORE6. Cuantificación de la fracción troncal (SORE6-GFP+) mostrando la media ± 

D.E de 3 o 4 experimentos independientes; la comparación de valores entre el grupo control 

(vehículo) y los grupos tratados se realizó mediante ANOVA de una vía, seguida de una prueba post- 

test de Dunnett. SKF-38393: agonista de la familia D1; SCH-23390: antagonista de la familia D1; 

quinpirol: agonista de la familia D2; haloperidol: antagonista de la familia D2. 

 

    

Figura 18. El tratamiento con agonistas o antagonistas de los RD no tiene efecto en la fracción 

troncal de células MDA-MB-231/SORE6. Cuantificación de la fracción troncal (SORE6-GFP+) 

mostrando la media ± D.E de 3 o 4 experimentos independientes; la comparación de valores entre 

el grupo control (vehículo) y los grupos tratados se realizó mediante ANOVA de una vía, seguida de 

una prueba post- test de Dunnett. SKF-38393: agonista de la familia D1; SCH-23390: antagonista de 

la familia D1; quinpirol: agonista de la familia D2; haloperidol: antagonista de la familia D2. 
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7. Discusión 

En este estudio se exploró la expresión de los RD en dos modelos de CaMa que 

representan los subtipos RE+ y TN de la enfermedad. Nuestros resultados demostraron 

que la línea celular RE+, MCF7, no presenta ninguno de los RD en la membrana celular, 

mientras que la línea celular del subtipo TN, MDA-MB-231, presenta únicamente el DRD4 

en la membrana. Asimismo, intracelularmente se identificaron los receptores DRD1 y DRD4 

en ambas líneas celulares. En varias bases de datos se encontró que la expresión de DRD1 

está disminuida en tumores de mama humanos. Sin embargo, se observó que la 

sobreexpresión de este receptor se ha correlacionado con una menor sobrevida en 

pacientes con cáncer de mama. Estos resultados concuerdan con un estudio en donde se 

determinó que las muestras de pacientes que sobreexpresan DRD1, tienen una sobrevida 

global y libre de recurrencia reducida en comparación con los pacientes que no expresan 

el receptor (Borcherding et al., 2016). En estudios previos se  ha reportado que los niveles 

de la proteína DRD1 son menores en la línea MCF7 que en líneas celulares del subtipo TN 

(Borcherding et al., 2016). Además, se han identificado altos niveles de DRD1 en células 

triple negativo por medio de western blot o inmunohistoquímica, sugiriendo que la 

señalización de este receptor es importante para las células de cáncer triple negativo 

(Borcherding et al., 2016; Minami et al., 2017; Yong et al., 2021). A pesar de que en nuestros 

datos no se detectó el DRD1 en la superficie de células íntegras, su identificación en otros 

estudios ha sido posible gracias a la cuantificación de la proteína total o los niveles ARNm. 

Nuestros resultados sugieren que DRD1 no se localiza membranalmente en células en 

cultivo. Con respecto al receptor D4, se encontró presente en la membrana de células MDA-

MB-231. Además, se ha identificado una alta expresión de DRD4 en tumores mamarios; no 

obstante, la baja expresión de este receptor se ha asociado a un mal pronóstico. Estos 

resultados nos sugieren que tanto el receptor D1 como el D4, podrían tener un papel 

importante en la biología de las células de cáncer de mama, además de ser posibles 

blancos terapéuticos.  

Como otros GPCR de membrana, los RD posterior a su síntesis intracelular, requieren su 

transporte hacia la superficie celular para la unión con agonistas o antagonistas 

extracelulares (Martinez et al., 2020). Posiblemente, los niveles intracelulares de los RD 

detectados en las células de CaMa son mayores que los de membrana, ya que pueden ser 

necesarios para responder a un estímulo externo. 
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En este trabajo también analizamos la expresión de los RD en la subpoblación de CTT. Se 

ha propuesto que las CTT son las encargadas de la iniciación y desarrollo de tumores, 

metástasis y recurrencia de muchos tipos de cáncer, incluido el CaMa, debido a su 

capacidad para repoblar la heterogeneidad tumoral (Huang et al., 2020; L. Yang et al., 

2020). Para identificar las CTT de las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231, utilizamos el 

sistema reportero SORE6. La construcción comprende 6 repeticiones concatenadas de los 

elementos de respuesta SOX2 y OCT4 del promotor NANOG humano proximal, controlando 

la expresión de GFP (Tang et al., 2015). Este sistema reportero ha sido propuesto como 

una herramienta en varios modelos de CaMa in vitro e in vivo, demostrando que identifica 

una subpoblación que posee características esperadas de las CTT, como la 

autorrenovación, generación de descendencia heterogénea, capacidad para iniciar tumores 

y metástasis, plasticidad y mayor resistencia a la quimioterapia (Tang et al., 2015). 

De acuerdo con nuestros resultados, la línea del subtipo triple negativo, MDA-MB-231, 

posee un porcentaje mayor de la subpoblación troncal con 9.5% de CTT, en comparación 

con las células MCF7 del subtipo RE+ (alrededor del 4%), comportamiento que correlaciona 

con lo informado por Tang et al. (Tang et al., 2015). No obstante, el porcentaje de células 

SORE6-GFP+ fue diferente a lo reportado por Tang y colaboradores, probablemente debido 

al número de pasajes del cultivo celular utilizado para los ensayos y a la criopreservación 

de las células, los cuales pueden propiciar a la disminución de esta subpoblación. 

Dependiendo del método seleccionado para la identificación de las CTT, el porcentaje de 

la subpoblación troncal puede variar en cada línea celular. Por ejemplo, al utilizar los 

marcadores de superficie CD44+/CD24-/low (el subconjunto comúnmente reportado como 

CTT de mama) se ha informado que alrededor del 80% de las células MDA-MB-231 se 

catalogan como CTT (Croker et al., 2009; Liu et al., 2015). Mientras que en la línea MCF7, 

menos del 0.5% de las células presentan este fenotipo (Bidan et al., 2019; Croker et al., 

2009). Por otro lado, al utilizar la actividad de la enzima aldehído deshidrogenasa (ALDH) 

como marcador para CTT, las células MCF7 muestran una actividad muy baja (0.5%-1.7%) 

(Bidan et al., 2019; Vares et al., 2013), mientras que las células MDA-MB-231 tienen una 

actividad aumentada de ALDH (alrededor del 7%) (Croker et al., 2009; Liu et al., 2015). Esto 

nos sugiere que no hay marcadores universales para la identificación de CTT en el CaMa, 

y que las estrategias existentes para detectar CTT no son totalmente concordantes, ya que 

la superposición de las subpoblaciones es variable. 
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Al identificar los RD de membrana que se expresaban en las CTT, encontramos que en la 

sublínea celular MCF7/SORE6, las CTT expresaron mayores niveles de DRD1 en 

comparación con las células no troncales. En estudios previos se ha reportado que células 

MCF7 con inmunofenotipo CD44+/CD24- sobreexpresan DRD1 (Sobczuk et al., 2020; S. 

Wang et al., 2015). De igual manera, las células MCF7 resistentes a la adriamicina o 

doxorrubicina (MCF7/Adr) y las CTTM crecidas como agrupaciones esféricas de células no 

adherentes identificadas como células resistentes a los fármacos, sobreexpresaban DRD1 

(S. Wang et al., 2015). Además, nuestros datos correlacionan con lo reportado en las bases 

de datos, en donde la alta expresión de DRD1 se asocia con una menor sobrevida para los 

pacientes con CaMa. Por lo contrario, las CTT presentaban menores niveles de DRD4 en 

comparación con las no troncales. Hasta el momento, no hay reportes que indiquen la 

expresión de DRD4 en la fracción troncal en esta línea celular. Sin embargo, nuestros 

resultados se correlacionan con lo encontrado en las bases de datos, donde los pacientes 

con baja expresión de DRD4 se asocian con una menor sobrevida y mayor probabilidad de 

desarrollo de metástasis, especialmente los del subtipo RE+. Por otra parte, se ha reportado 

que del 5-15% de las células CD44+/CD24- en la línea MCF7/Adr expresan de DRD2 (S. 

Wang et al., 2015), datos que no son concordantes con nuestros resultados. 

Pese a que no se observó una expresión diferencial a nivel de proteína de los RD entre las 

CTT y las no troncales en la línea MDA-MB-231 del subtipo TN, existe evidencia que 

demuestra que el receptor D1 aumenta después de la formación de mamoesferas de 

células MDA-MB-231 (Yong et al., 2021), sugiriendo que puede tener un papel en la 

troncalidad. Por otra parte, estudios previos sugieren que la activación de DRD2 es esencial 

para mantener la reserva de CTT, especialmente en células TN, ya que el silenciamiento 

de DRD2 o la exposición a diferentes antagonistas de D2 inhiben la formación de 

mamoesferas al alterar la activación de la vía STAT3 / IL-6 (Tegowski et al., 2018).  Sin 

embargo, no encontramos una expresión diferencial significativa de DRD2 en las CTT frente 

al resto de la población. 

Con respecto a la detección de los receptores de dopamina intracelulares en las CTT, en 

primera instancia, no fue posible identificar a la población SORE6-GFP+, ya que la señal 

de la proteína GFP disminuía al grado de ser indetectable. Una de las soluciones del kit 

utilizada para la tinción intracelular contiene formaldehído, compuesto que tiene un pH ácido 

(BD, 2017). Posiblemente la disminución de la señal de GFP sea ocasionada por dicha 
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solución, pues existe evidencia que demuestra que la GFP es sensible al pH, ya que la 

fluorescencia disminuye en condiciones ácidas (Roberts et al., 2016). 

Por otra parte, se ha reportado que el tratamiento con fármacos agonistas o antagonistas 

de los RD tiene diversos efectos en las células de CaMa. En este trabajo, se emplearon 4 

fármacos dopaminérgicos para los ensayos: SKF-38393, agonista de familia D1; SCH-

23390, antagonista de familia D1; Quinpirol, agonista de familia D2; y haloperidol, 

antagonista de familia D2. Estos fármacos se seleccionaron de acuerdo con la especificidad 

para cada familia de RD. No obstante, a pesar de no ser específicos para cada receptor 

dentro de la misma familia, nos ayudaron a evaluar la participación de las familias D1 o D2 

en funciones de las células cancerosas. Sabiendo la relevancia de cada familia, se podrían 

utilizar fármacos más selectivos para cada RD en ensayos posteriores. 

Nuestros resultados demostraron que a concentraciones mayores a 50 μM se tuvo un efecto 

significativo en la viabilidad de células RE+ o TN. Se sabe que estos fármacos se unen 

específicamente a los RD a bajas concentraciones, como se muestra en la tabla 5 en el 

rango de valores de Ki. Los fármacos utilizados tienen una especificidad moderada o baja, 

lo que sugiere que la disminución en la viabilidad se relaciona con las altas concentraciones 

(50 μM), y su actividad en otros RD, otros GPCRs u otros blancos celulares. Por ejemplo, 

haloperidol, antagonista de la familia D2, se une también a los receptores de serotonina 5-

HT7 (IUPHAR/BPS, 2020). Mientras que, a bajas concentraciones, el fármaco se une con 

especificidad al RD y no afecta la viabilidad de las células de CaMa. 

En previos estudios se ha visto que el uso de agonistas de DRD1 a bajas dosis nM 

(dopamina, fenoldopam, SKF38393, A68930, A77636) disminuyen la viabilidad celular, 

inhiben la invasión y motilidad e induce apoptosis y autofagia en células TN (Borcherding 

et al., 2016; Minami et al., 2017) sin tener efecto en células luminales MCF7 (Borcherding 

et al., 2016) ni en células epiteliales normales (Minami et al., 2017). Sin embargo, en 

nuestros resultados no se observó el mismo efecto en la viabilidad celular. Por otro lado, el 

tratamiento con antagonistas de la familia D1 promueve la progresión del cáncer y revierte 

el efecto ocasionado por los agonistas de la familia D1 tanto in vitro (J. D. Yang et al., 2019) 

como in vivo (S. Wang et al., 2015). No obstante, el tratamiento con antagonistas de D1 a 

concentraciones menores a 50 μM, no afectó la viabilidad celular. 

En algunos estudios se ha demostrado que el uso de los agonistas de la familia D2, carece 

de efecto en la viabilidad de células de CMTN (Borcherding et al., 2016), mismo resultado 
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observado en nuestros datos. Mientras que en las células RE+, se ha visto que los 

agonistas de la familia D2 ejercen una acción citotóxica y mejora la radiosensibilidad (H. 

Lee et al., 2019); sin embargo, nuestros resultados son discrepantes con esta información. 

Por otra parte, se ha reportado que los antagonistas de la familia D2 inhiben el crecimiento 

de células de CaMa (J. K. Lee et al., 2016).Mientras que otro estudio reciente demostró que 

diversos antagonistas no afectan el crecimiento de células MCF7 (Maeshima et al., 2021), 

lo cual concuerda con nuestros resultados. 

Debido a que no se observó un efecto tóxico notable en los cultivos bidimensionales tras el 

tratamiento con los fármacos dopaminérgicos, una posible explicación es que el tratamiento 

esté afectando a una pequeña población, sugiriendo que pueda estar dirigidos a las CTT. 

Al tratar las células TN y RE+, ninguno de los fármacos dopaminérgicos tuvo efecto en la 

fracción troncal, lo cual se puede correlacionar con la baja expresión de los RD de 

membrana. Estudios previos informaron que la activación de DRD1 con agonistas 

disminuye la frecuencia de CTT en las células MCF/Adr (S. Wang et al., 2015) y MDA-MB-

231 (Liang Yang et al., 2019), mientras que la inhibición de DRD1 con el antagonista SCH-

23390 aumenta dicha fracción (S. Wang et al., 2015). Nuestros resultados difieren de estos 

informes, ya que aún en concentraciones bajas (micromolar) el agonista de DRD1 no 

modificó la fracción SORE6-GFP+. Estas diferencias posiblemente sean causadas por la 

estrategia utilizada para la identificación de CTT, ya que la subpoblación troncal cambia 

dependiendo de la herramienta empleada. Asimismo, el tratamiento con quinpirol (agonista 

de familia D2), aumenta la eficiencia de formación de mamoesferas en células TN 

(Tegowski et al., 2018). En contraste, la exposición a diferentes antagonistas de la familia 

D2 inhibe la formación de mamoesferas (Tegowski et al., 2018). Con los resultados 

obtenidos, se comprueba que el tratamiento con fármacos dopaminérgicos no modifica el 

porcentaje de CTT y tampoco se correlaciona con lo reportado previamente. Sin embargo, 

se requieren ensayos funcionales para descartar que la activación o inhibición de los RD 

tienen un efecto en la subpoblación troncal. 
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8. Conclusiones  
• Los receptores DRD1 y DRD2 se subexpresan en tejido tumoral en comparación 

con el tejido normal. Mientras que DRD4 se sobreexpresa en tejido tumoral en 

comparación con el tejido normal. 

• La sobreexpresión de DRD1 o la baja expresión de DRD4 se asoció con un peor 

pronóstico para los pacientes con cáncer de mama, independientemente del subtipo 

de la enfermedad. 

• La sublínea celular MCF7/SORE6 no presenta ninguno de los RD en la membrana 

celular. Por el contrario, la sublínea celular MDA-MB-231/SORE6 únicamente 

presenta DRD4 en la membrana.  

• DRD1 y DRD4 están presentes intracelularmente tanto en la sublínea MCF7/SORE6 

como en la sublínea MDA-MB-231/SORE6. 

• En la línea celular MDA-MB-231 (subtipo TN), el porcentaje de la población troncal 

es mayor en comparación con la línea celular MCF7 (subtipo RE+).  

• Las células troncales de la línea celular MCF7, expresan mayormente el DRD1 y 

subexpresan DRD4 en comparación con las células no troncales.  

• No se detectaron cambios en la expresión de ninguno de los RD entre la fracción 

troncal y la no troncal de la línea celular MDA-MB-231.  

• Al tratar las células MCF7 con un agonista o antagonista de los receptores tipo D1, 

no disminuyó la viabilidad celular a ninguna de concentraciones evaluadas. 

• En la línea celular MDA-MB-231, el tratamiento tanto con el agonista como con el 

antagonista de los RD de la familia D1 disminuye la viabilidad celular, observándose 

un mayor efecto con el uso del antagonista de esta familia (≥50 μM). 

• El uso del agonista o antagonista de los receptores tipo D2, afecta la viabilidad de 

las células MDA-MB-231 y MCF7 a concentraciones ≥100 μM.  

• El tratamiento con los agonistas o antagonistas de los RD no modificaron la fracción 

troncal tanto en la línea celular MDA-MB-231 como MCF7. 
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Abstract
The dopamine receptors (DRs) family includes 5 members with differences in signal transduction and ligand affinity. Abnormal
DRs expression has been correlated multiple tumors with their clinical outcome. Thus, it has been proposed that DRs-targeting
drugs—developed for other diseases as schizophrenia or Parkinson’s disease—could be helpful in managing neoplastic diseases. In
this review, we discuss the role of DRs and the effects of DRs-targeting in tumor progression and cancer cell biology using multiple
high-prevalence neoplasms as examples. The evidence shows that DRs are valid therapeutic targets for certain receptor/disease
combinations, but the data are inconclusive or contradictory for others. In either case, further studies are required to define the
precise role of DRs in tumor progression and propose better therapeutic strategies for their targeting.
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Introduction

The family of dopamine receptors (DRs) includes 5 G

protein–coupled receptors—DRD1, DRD2, DRD3, DRD4,

and DRD5—with different anatomical distribution, expres-

sion levels, and functional properties.1 For example, DRD1

and DRD2 located in the brain play a role in memory and

learning, but peripheral DRD1, DRD2, and DRD4 regulate

renal function, blood pressure, and intestinal motility.2,3

Alterations in DR-signaling have been identified in schizo-

phrenia, Parkinson’s disease, Tourette’s syndrome, and atten-

tion deficit hyperactivity disorder.3,4 Thus, multiple drugs

that target the dopaminergic system have been developed.1,2,5

The DRs are classified into 2 subfamilies based on the G

proteins that mediate their signal transduction.1,6 The D1-like

subfamily includes DRD1 and DRD5, which are coupled to

Gas or Gaolf proteins, controlling the activation of the enzyme

adenylyl cyclase (AC). The D2-like subfamily comprises

DRD2, DRD3, and DRD4, coupled to Gai/o, govern AC inhibi-

tion. Because of their opposite signaling, each subfamily seems

to play contrary roles in cellular functions. For example, in

neurons, DRD1 stimulation triggers PKA activation, leading

to the phosphorylation of cAMP-regulated neuronal phospho-

protein (DARPP-32).7,8 DARPP-32 phosphorylation is coupled

to the de-inhibition of the phosphatase PP1, which

dephosphorylate histones, regulating gene expression and the

activity of multiple effector proteins such as transcription fac-

tors, ionotropic receptors, and ionic channels.8 On the contrary,

activation of D2-like receptors negatively regulates PKA and

DARPP-32.6,9

The interplay between DRs is further complicated by the

differences in ligand affinity within the members of the sub-

families. DRD1 binds dopamine with 10-times lower affinity

than DRD5 (Ki: 1 mM vs. 100 nM).10 DRD3 and DRD4 display

a similar affinity for dopamine (Ki: 10 nM) which is higher than

that of DRD2 (Ki: 100 nM).10 Furthermore, each DR has dif-

ferent pharmacological properties.1,10
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The idea that DRs could be playing key roles in tumor

progression was first supported by the finding that cancer

patients that consumed antipsychotic drugs simultaneously to

the antineoplastic treatment displayed better clinical

responses.5,11 Further studies showed that schizophrenic or

Parkinson’s disease patients who receive ziprasidone, asena-

pine, quetiapine, clozapine, or aripiprazole (agonists or non-

selective antagonist of DRs),11 or levodopa (a prodrug that

yields a non-selective agonism of DRs)12 have a lower risk

of developing diverse types of cancer compared to the general

population.13,14 However, female schizophrenic patients

treated with DRD2 antagonists of variable selectivity (haloper-

idol, risperidone, paliperidone, or amisulpride) have a higher

risk of developing breast cancer.15,16

To date, multiple studies have shown that DRs are differen-

tially expressed in several tumors and that each tumor type has

a specific pattern of DRs expression. For example, DRD4 is

overexpressed only in Acute Myeloid Leukemia (AML), and

DRD3 is expressed only in glioblastoma but at lower levels

than in normal brain (Figure 1). Alterations in the expression of

DRs have been reported not only in cancer cells but also in

tumor-associated cells. Furthermore, forced changes in DRs

expression alters diverse functions of cancer cells, indicating

that modulation of the receptors’ activity impacts tumor biol-

ogy (Table 1). Thus, DRs have been pointed as potential ther-

apeutic targets to improve clinical response in cancer

patients.2,5,11,14

However, the possible application of drugs that target DRs

in cancer therapy is still unclear. We found that most of the

drugs studied have moderate or low specificity, suggesting that

the reported biological effects may be (at least partially) caused

by the activity of the drugs on other DRs, other GPCRs, or

other cellular targets (see Table 2). For example, pimozide, a

DRD2 antagonist employed as second-line therapy for

Figure 1. Dopamine receptors (DRs) gene expression in tumors. A, mRNA expression of DRs in different tumors (red boxes) and their

corresponding normal tissues (black boxes). Statistical analysis was performed using Welch’s t-test. B, Comparison of the expression of DRs in

brain tumors vs. normal tissue. Plots were generated using the UCSC Xena platform with data from the TCGA TARGET GTEx database.
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Table 1. Reported Effects of Dopamine Receptor-Targeting in Cancer.

Target Stimulus Tumor type (reference) Biological response elicited

All DRs Receptor activation

with dopamine

Multiple tumor types (lymphoblastoma,

neuroblastoma, non-small cell lung

cancer, and breast adenocarcinoma)17

Decreased cell viability

Colorectal cancer18 Increased cell viability

Gastric cancer19 Reduced invasive capacity

Decreased migration ability

Gastric cancer20 Inhibition of cell proliferation

DRD2 Receptor silencing or

knock-out

Breast cancer21 Reduction in tumorsphere formation in some triple-negative cells

without changes in cellular proliferation

Colorectal cancer18 No effect on cell viability

Pancreatic cancer22 Cancer cell growth inhibition in vitro and in vivo

DRD2 Receptor blockage by

thioridazine

Acute myeloid leukemia23 Decreased clonogenicity in leukemic stem cells

Differentiation of leukemic stem cells

No effects on normal HSCs

Acute myeloid leukemia24 Decreased leukemic burden in patients following 5-day treatment

(effect associated with DRD2 expression at baseline)

Lung25 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity and self-renewal

Chemotherapy sensitization

Induction of proliferation (reduction of quiescent status)

Impaired tumorigenicity in xenografts

Gastric cancer26 Decreased cell viability

Glioblastoma27 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Reduced DRD2 expression

Autophagy and apoptosis induction in vitro

Impaired tumorigenicity in xenografts

Autophagy induction in vivo

Receptor blockage by

haloperidol

Multiple tumor types (lymphoblastoma,

neuroblastoma, non-small cell lung

cancer, and breast adenocarcinoma)17

Decreased cell viability

Glioblastoma28 Decreased cell viability

Decreased clonogenic capacity

Sensitization to EGFR inhibition in vitro

Inhibition of tumor growth in xenografts and increased survival

Glioblastoma27 No change in cell viability

Receptor blockage by

pimozide

Multiple tumor types (lymphoblastoma,

neuroblastoma, non-small cell lung

cancer, and breast adenocarcinoma)17

Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Pancreatic cancer22 Cell-cycle arrest in vitro

Apoptosis induction

Receptor blockage by

ONC201

Glioblastoma29 Apoptosis induction in vitro

Chemo- and radio-sensitization

Inhibition of tumor growth in vivo

Colorectal cancer18 Decrease cell viability

Receptor inhibition by

trifluoperazine

Glioblastoma27 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Reduced DRD2 expression

DRD2 Receptor activation by

quinpirole

Lung30 Inhibition of cell proliferation

Decreased clonogenicity

Reduced invasive capacity

Inhibition of tumor growth in xenografts

Breast21 Increased self-renewal capacity in CSCs

Gastric20 Inhibition of cell proliferation

Glioblastoma28 Increased cell proliferation

Receptor activation by

bromocriptine

Acute myeloid leukemia31 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Differentiation (CD11b upregulation)

(continued)
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Tourette’s Disorder that has shown antineoplastic effects, can

also bind to s receptors, the serotonin receptor 5-HT7, or cal-

modulin.33 Despite their reduced specificity, some of the drugs

that target DRs have advantages that make them attractive

candidates for developing new anti-cancer therapies, like

FDA-approval or specific biodistribution patterns.

Herein we compile and discuss evidence of the role of DRs

in cancer. We mainly focused on: i) the expression of the DRs

in high-prevalence human tumors and its correlation with the

clinical outcome; ii) the functions that DRs can modulate in

cancer cells; iii) the differences in DRs expression/function

between specific subtypes of a particular tumor; and iv) the

role of DRs in the subpopulation of cancer stem cells (CSCs).

DRs in Glioblastoma (GBM)

Gliomas represent 80% of the malignant tumors from the brain.

GBM, the most frequent and aggressive form of glioma, has a

1-year survival rate of 37.4% and a median survival time of

18 months.60 Analysis performed using gene-expression data

from The Cancer Genome Atlas (TCGA) showed that increased

expression of DRs and enzymes participating in dopamine

synthesis correlate with GMB patients survival.34

The 2 members of the D2 family, DRD2 and DRD4, are

upregulated in GBM tumors compared to adjacent normal tis-

sue.32,61 High expression of DRD2 or DRD4 is an independent

predictor of reduced survival in GBM patients.32,61 Increased

DRD2 expression is found more frequently in primary GBM

than in secondary GBM—which presents a significantly better

prognosis.61,62

Mechanistic studies have shown that: i) DRD2 expressed

by GBM cells is activated through autocrine signaling by

dopamine, and ii) DRD2 activation triggers mitogenic

signals and induces phenotypic changes that favor tumor

progression.2,18,28,34 Accordingly, DRD2 silencing inhibits

proliferation of patient-derived GBM cells in culture and

reduces the growth of xenografts in mice.28

The importance of D2-like receptors in GBM progression

has been corroborated in studies employing the antipsychotic

drug trifluoperazine, a DRD2/DRD4 antagonist. In vitro,

trifluoperazine reduces the proliferation and motility of GBM

cells by a calmodulin-dependent mechanism.53 Trifluoperazine

is also effective in GBM xenografts, where it inhibits tumor

growth and reduces the number of metastatic lesions.53 Simi-

larly, the small molecule ONC201, a competitive antagonist of

DRD2 and DRD3,29,63 induces apoptosis of GBM cells, includ-

ing those resistant to temozolomide, bevacizumab, or radia-

tion.29 In mouse models, ONC201 crosses the blood-brain

barrier, inhibiting GBM growth and increasing the median sur-

vival time when combined with radiotherapy.29,64 To date,

clinical trials using ONC201 have shown signs of efficacy in

biomarker-defined recurrent GBM patients,64,65 as well as in

pediatric and adult H3 K27M-mutant glioma.65-67 Noteworthy,

ONC201 is also in Phase II clinical trials for AML,68,69 breast

cancer,69,70 colorectal cancer,69,71 lung cancer,71 endometrial

cancer,69-71 and multiple myeloma.72

The key role of D2-like receptors in GBM progression led to

the analysis of their participation in CSCs biology. DRD2 is

expressed in glioma stem cells incrementing the malignancy of

tumors.2,62 DRD2 silencing,62 but also DRD4 silencing32 or

trifluoperazine treatment,53 reduces the clonogenicity of GBM

cells, an in vitro subrogate measurement of the CSC content.

ONC201 reduces the self-renewal of glioblastoma CSCs

in vitro64 and inhibits the proliferation of CSCs in 3D neuro-

spheres culture established from freshly isolated human glio-

blastoma tumors.29 Similarly, the DRD4-selective antagonists

L-741742 and PNU-96415E decrease GBM stem cell viability

and block their clonogenicity but do not affect normal neural

Table 1. (continued)

Target Stimulus Tumor type (reference) Biological response elicited

DRD4 Receptor silencing Glioblastoma32 Decreased cell proliferation

Cytotoxicity (associated with accumulation of autophagic

vacuoles)

DRD4 Receptor blockage by

L-741742

Glioblastoma32 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Sensitization to temozolomide in clonogenic assays

Cell cycle arrest and apoptosis induction

Inhibition of tumor growth in xenografts

Increased survival of tumor-bearing mice (in combination with

temozolomide)

Glioblastoma28 Decreased clonogenicity

Receptor blockage by

PNU 96145E

Glioblastoma32 Decreased cell viability

Decreased clonogenicity

Sensitization to temozolomide in clonogenic assays

Cell cycle arrest and apoptosis induction

Inhibition of tumor growth in xenografts

Increased survival of tumor-bearing mice (in combination with

temozolomide)
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Table 2. Selectivity of Dopamine Receptor-Targeting Drugs Employed in Cancer Studies.

Drug Main target Action pKi for DRs * pKi for other targets * Studied in

Dopamine DRs Non-selective agonist D4: 7.6 (full)

D3: 6.4-7.3 (full)

D5: 6.6 (full)

D2: 4.7-7.2 (full)

D1: 4.3-5.6 (full)

None GBM34

BC34-37

NSCLC38

HCC39

Chlorprothixene DRs Non-selective antagonist No data No data AML40

Clozapine DRs Non-selective antagonist D4: 7.5

D1: 6.9

D5: 6.6

D2: 5.8-6.9

D3: 5.2-6.3

H1: 8.8-9.6

5-HT2B: 8.0-8.8

5-HT2A: 7.6-9.0 (inverse agonist)

5-HT2C: 7.4-8.7 (inverse agonist)

5-HT6: 7.8-8.1 (inverse agonist)

5-HT1D: 8.0 (inverse agonist)

5-HT1A: 6.8-6.9 (full agonist)

5-HT1B: 6.2 (full)

AML23

BC11

A77636 D1 Selective agonist D1: 8.7 (full) None BC41

Fenoldopam D1 Selective agonist D1: 6.5-7.9 (full)

D4: 6.5 (full)

None BC37

SCH-23390 D1 Selective agonist D1: 7.5-9.5

D5: 7.4-9.5

Ion channels (Kir2.3 y Kir3.2) BC36,42

SCH-39166 D1 Antagonist D1: 8.3

D5: 8.3

None BC37

Bromocriptine D2 Agonist D2: 7.3-8.3 (full)

D1: 7.6-8.2 (partial)

D3: 7.1-8.2 (partial)

D4: 6.4 #

D5: 6.3 (full)

5-HT2B: 8.9 (full)

5-HT2A: 8.2 (full)

5-HT1D: 8.0 (partial)

a2A-AR: 8.0 #

5-HT1A: 7.9 (partial)

a2C-AR: 7.6 #

5-HT6: 7.5 (full)

a2B-AR: 7.5 #

5-HT1B: 6.5 (partial)

5-HT2C: 6.1 (partial)

HCC43,44

AML31,45,46

NSCLC47

Quinpirole D2 Specific agonist D4: 7.5 (full)

D3: 6.4-8.0 (full)

D2: 4.9-7.7 (full)

5-HT1A: 5.8 (full)

5-HT2B: 5.0-6.5 (full)

5-HT2A: 5.0-5.5 (full)

5-HT2C: 5.0-5.5 (full)

GBM28

BC48

NSCLC30,49,38

Aripiprazole D2 Agonist D2: 9.1 (partial) 5-HT1A: 8.2 (partial)

5-HT2A: 7.5-8.1 (partial)

5-HT2C: 7.6 (partial)

H1: 7.5 #

5-HT1D: 7.2 (full)

5-HT1B: 6.1 (full)

BC11,48

Cabergoline D2 Agonist D2: 9.0-9.2 (partial)

D3: 9.1 (partial)

D5: 7.7 (full)

D4: 7.3 (full)

D1: 6.7 (full)

5-HT2B: 8.9 (full)

5-HT2A: 8.2 (full)

5-HT1D: 8.1 (partial)

a2A-AR: 7.9 #

a2C-AR: 7.7 #

5-HT1A: 7.7 (full)

a2B-AR: 7.1 #

5-HT1B: 6.3 (full)

5-HT2C: 6.2 (full)

BC37

NSCLC38

Apomorphine D2 Agonist D4: 8.4 (partial)

D5: 6.4-7.8 (partial)

D3: 6.1-7.6 (partial)

D2: 5.7-7.5 (partial)

D1: 5.3-6.2 (full)

a2C-AR: 7.4 #

a2B-AR: 7.2 #

5-HT2C: 7.0 #

5-HT1A: 6.9 (partial)

5-HT2A: 6.9 #

5-HT2B: 6.9 #

a2A-AR: 6.9 (partial)

NSCLC50

(continued)
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stem cells.32 Furthermore, L-741742 and PNU-96415E display

a synergic effect when combined with the first-line cytotoxic

agent temozolomide.32

Altogether, the above evidence shows that DRD2 and DRD4

can be considered therapeutic targets in GBM and suggest that

DRD2/DRD4 antagonist as adjuvant therapy would be

Table 2. (continued)

Drug Main target Action pKi for DRs * pKi for other targets * Studied in

Haloperidol D2 Antagonist D4: 8.7-8.8

D2: 7.4-8.8

D3: 7.5-8.6

D5: 6.3

D1: 6.2

5-HT2A: 6.7-7.3

5-HT1D: 6.6

5-HT7: 6.3-6.6

5-HT2B: 5.8-6.4

H1: 5.7-6.1

5-HT1A: 5.7-5.8

GBM28

AML14

NSCLC14

BC14

Ziprasidone D2 Antagonist D2: 8.6 5-HT2A: 8.8-9.5

5-HT1D: 9.0 (full agonist)

5-HT2C: 7.9-9.0 (inverse agonist)

5-HT1A: 7.9-8.9 (partial agonist)

5-HT7: 8.4 (inverse agonist)

5-HT1B: 8.3 (full agonist)

H1: 7.4-7.8

BC11

Amisulpride D2 Antagonist D2: 7.8-8.0 None BC15

Palperidone D2 Antagonist No data No data BC15

Asenapine D2 Antagonist D2: 8.9 5-HT2A: 10.2

H1: 9.8

5-HT1D: 8.4 (full agonist)

5-HT2C: 6.1 (inverse agonist)

5-HT1A: 8.0-8.3 (full agonist)

5-HT1B: 8.1 (full agonist)

BC11

Quetiapine D2 Antagonist D2 receptor: 7.2 H1: 8.0-8.7

5-HT2A: 6.4-7.0

5-HT1A: 6.5-6.6 (full agonist)

5-HT1D: 5.7 (full agonist)

BC11

Thioridazine D2 Antagonist D1: 7.0

D5: 5.6

5-HT2A: 7.4-8.0

5-HT2C: 7.2-7.3

5-HT6: 7.2 (inverse agonist)

5-HT1A: 7.1

GBM28

HCC43

BC21,51

AML23,24,46

NSCLC25,52

Risperidone D2 Antagonist D2: 9.4

D3: 7.0

5-HT2A: 9.3-10.0 (inverse agonist)

a1A-AR: 8.4

5-HT1D: 7.8-8.0

5-HT2C: 6.1 (inverse agonist)

5-HT1B: 6.6-7.3

5-HT1A: 6.4-6.5

5-HT6: 5.6

GBM28

BC15

Trifluoperazine D2 Antagonist D2: 8.9-9.0

D4: 7.4

5-HT2A: 7.9

H1: 7.2

5-HT2C: 6.4

GBM53,54

HCC55,56

NSCLC57

l-Stepholidine D2 Antagonist D2: 7.9 None BC42

Domperidone D2 Antagonist D2: 7.9-8.4

D3: 7.1-7.6

None HCC39

Pimozide D2 Antagonist D2: 7.0-8.8

D3: 7.0-8.6

5-HT2A: 7.1-7.7

5-HT1A: 6.8

H1: 6.2

Ion channels (Kir3, Cav3.1, Cav3.3, Cav3.2)

GBM14,33

HCC33,56

BC14,33,58

AML33

NSCLC33,58

L-741742 D4 Antagonist D4: 8.5 None GBM32

PNU 9641E D4 Antagonist No data No data GBM32

Abbreviations: 5-HTx, 5-hydroxytryptamine receptors; Hx, histamine receptors; Kir, Inwardly-rectifier potassium channel; CaV, voltage-gated calcium channels;

a-AR, alpha-adrenoceptors; GBM, Glioblastoma multiforme; BC, Breast cancer; NSCLC, Non-small cell lung cancer; HCC, hepatocellular carcinoma; AML,

acute myeloid leukemia.

* The pKi values were obtained from IUPHAR website59 and are ordered from highest to lowest.

# The drug functions as antagonist.
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beneficial for GBM patients. The efficacy of ONC21 in clinical

trials supports this hypothesis, but other drugs are still to be

tested in patients.

On the other hand, the role of the D1-like receptors in GBM

is much less clear. GBM cell lines overexpress DRD1, DRD2,

and DRD5 in culture.2,18,34 Thus, it is possible that the over-

expression of those receptors promotes aggressive phenotypes.

It has been reported that reduced levels of DRD1 and DRD5

mRNAs favor the survival of GBM patients.34 However, DRD5

activation functions as an anti-oncogenic signal in GBM cells,

inducing autophagic cell death.73 This contradictory evidence

shows that there is not enough information to consider that

modulation of D1-like receptors would be beneficial for GBM

patients and calls for further studies.

DRs in Breast Cancer

Breast cancer is the most frequent cancer type in women world-

wide, causing more than 600,000 deaths per year.74 Expression

of DRs is higher in malignant breast tumors than in benign

ones, which, in turn, have increased levels of the receptors than

normal mammary tissue.13 Exogenous administration of dopa-

mine (the natural agonist for all DRs) reduces tumor growth

and angiogenesis in vivo.35,36,75 However, it is unclear if those

effects are mediated by a subfamily or a specific dopamine

receptor. Moreover, studies aimed to elucidate the role of spe-

cific receptors in breast cancer have shown contradictory

results.

Breast cancer patients with tumoral DRD1 overexpression

have reduced overall and recurrence-free survival compared to

patients that do not express the receptor.37 DRD1 is overex-

pressed in breast cancer cell lines negative for estrogen recep-

tor (ER), progesterone receptor (PR), and human epidermal

growth factor receptor 2 (HER2), suggesting that its signaling

is important for the biology of triple-negative (TN) cancer

cells.37,41 Accordingly, the compound A77636, a DRD1 selec-

tive antagonist, inhibits proliferation and motility, and triggers

apoptosis and autophagy in TN breast cancer cells, but lacks

effect in normal epithelial cells. A77636 also reduces osteolytic

metastasis in vivo, indicating that the D1-mediated dopaminer-

gic signaling is essential for establishing bone metastasis.41

However, other authors report that DRD1-signaling impairs

breast cancer progression. Dopamine or D1-like agonists

reduce the viability and promote apoptosis in TN breast cancer

cells, but not in the luminal MCF-7 cells.37 Apoptosis induction

is dependent on DRD1 since it is blocked by the DRD1 silen-

cing or by the addition of the antagonist SCH39166.37 Further-

more, the DRD1 agonist fenoldopam (which has only

peripheral effects due to its absence of brain penetration) inhi-

bits the growth of TN xenotransplants by activating the DRD1/

cyclic guanosine 3,’ 5’-monophosphate (cGMP)/protein kinase

G (PKG) pathway.37

In luminal breast cancer cells, the use of fenoldopam or

l-stepholidine reduces migration and invasion in a DRD1-

dependent manner.42 The same study demonstrated that fenol-

dopam or l-stepholidine administration to mice isotransplanted

with 4T1 breast cancer cells blocks lung metastasis but does not

change tumor growth.42 On the other hand, administration of

the DRD1 antagonist SCH-23390 to mice xenotransplanted

with doxorubicin-resistant luminal breast cancer cells promotes

tumor growth and blocks the synergic inhibitory effect of dopa-

mine and sunitinib (a multi-targeted receptor tyrosine kinase

inhibitor) on tumor growth.36 These results suggest that the role

of DRD1 may be different in TN than in luminal breast cancer

cells.

Besides, effects elicited by DRD1 activation may vary in

different subsets of cancer cells. Dopamine decreases the frac-

tion of cells with the CSC-associated immunophenotype

CD44þ/CD24- in MCF/Adr cells,36 whereas the DRD1 antago-

nist SCH-23390 increases such fraction. In agreement, activa-

tion of the DRD1 with fenoldopam reduces the CD44þ/CD24�,

ALDHþ, and mammosphere-forming fractions in 4T1 cells.42

Thus, it has been suggested that the population of breast cancer

stem cells within luminal cell lines is particularly sensitive to

the DRD1 activation, an idea supported by the fact that the

large majority of CD44þ/CD24� cells express DRD1.36 How-

ever, additional studies are still required to fully clarify the role

of DRD1 in luminal breast CSCs. Such studies must evaluate

the effect of DRD1 activation on transcriptional and functional

responses displayed only by breast CSCs, using proper meth-

odologies beyond immunophenotype.76 Additionally, the role

of DRD1 in CSCs from TN or HER2þ tumors is still to be

clarified.

DRD2 also plays an important role in breast cancer progres-

sion. DRD2 is overexpressed in breast cancer human samples,

as well as in cell lines with different ER, PR, and HER2 expres-

sion.13 However, the TN cells displayed the highest DRD2

levels.13 The inhibition of DRD2 expression with a microRNA

(miR-4301) suppresses the proliferation and induces apoptosis

in diverse human breast cancer cell lines, suggesting that

DRD2 favors breast cancer progression.13 Yet, the administra-

tion of cabergoline, a DRD2 agonist, lacks effect in xenotrans-

plants of TN breast cancer cells.37

Additional evidence suggests that DRD2 activation is essen-

tial for maintaining the CSC pool, especially in TN cell lines.

Quinpirole, a DRD2/DRD3 agonist, increases the

mammosphere-forming efficiency in SUM-149 cells.21 Con-

gruously, DRD2 silencing or the exposure to different D2-

like antagonists, including thioridazine, inhibits mammosphere

formation by impairing activation of STAT3/IL-6 pathway.21

Interestingly, thioridazine, an antipsychotic drug employed

before 2005, is active against leukemia23 and colorectal cancer

stem cells,77 suggesting that DRD2 may play similar roles in

CSC maintenance in other tumor types. Thus, multiple authors

have proposed the use of thioridazine or other DRD2-blocking

drugs as adjuvant therapy for breast cancer. Nonetheless, it is

unclear if those therapies would equally benefit all different

subtypes of breast cancer. For example, in the luminal MCF-7/

Adr cells, only 5%-15% of the CD44þ/CD24� cells express

DRD2,36 suggesting that only a small fraction of cells within

the CSC pool would respond to DRD2 inhibition.
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DRs in Lung Cancer

Lung cancer is the most common cancer, and it causes more

deaths than any other cancer worldwide.78 Approximately 85%
of the human lung tumors are non-small cell lung cancers

(NSCLC); for those patients, the 5-year survival rate is below

20%.79 Lung tumors express DRD2 and DRD4,49,80 but DRD2

expression is reduced in NSCLC compared to normal lung

tissu.49 Furthermore, low DRD2 expression correlates with

increased risk for larger tumors and more advanced TNM

stages.49 In vitro, DRD2 silencing by shRNA promotes cell

proliferation and colony formation, whereas DRD2 overexpres-

sion has the opposite effect.49 In agreement, DRD2-activation

by apomorphine50 or nanoparticled bromocriptine47 decreases

NSCLC cell proliferation. In vivo, activation of DRD2-

signaling in cancer cells, either by DRD2 forced overexpres-

sion or by the administration of agonists, reduces tumor

growth38,49 and inhibits brain metastasis.50 Similar effects have

been reported in the subpopulation of lung CSCs. DRD2 is

expressed in the majority of CD133þ CSCs from NSCLC

human tumor samples and human cell lines, and the activation

of the receptor reduces their viability, clonogenicity, and inva-

siveness, as well as in vivo tumor growth.30

DRD2-signaling can also be triggered in non-cancer tumor

cells, affecting NSCLC progression. DRD2 is overexpressed in

the endothelium of NSCLC tumors, and such expression cor-

relates with tumor stage and smoking history.38 Administration

of dopamine or DRD2 agonists (quinpirole or cabergoline)

impairs the in vivo tumor growth of NSCLC iso- and xeno-

transplants.38 Such effect is associated with reduced tumor

angiogenesis and decreased infiltration of myeloid-derived

suppressor cells (MDSCs).38 So, it seems that endothelial

DRD2 plays an anti-tumoral role in NSCLC.

The evidence above demonstrates that DRD2 activation

may be beneficial for NSCLC patients since it reduces prolif-

eration and stemness in cancer cells and may impair the activa-

tion of endothelial cells required for angiogenesis.

However, other reports have found favorable effects of

DRD2 blockage, particularly with the drug thioridazine. Thior-

idazine reduces viability and clonogenicity, induces cell cycle

arrest, and promotes apoptosis in NSCLC cell lines, and

impairs tumor initiation and growth in vivo.25,52 The drug also

increases the sensitivity of NSCLC cells to non-targeted che-

motherapy.25 However, those studies did not analyze whether

thioridazine effects are caused only by DRD2 blockage or by

additional DRD2-independent mechanisms, as previously sug-

gested.37 Clarification of the thioridazine mechanism of action

will promote the identification of drugs with similar activities.

DRs in Hepatocellular Carcinoma (HCC)

HCC is the most frequent hepatic cancer and is the fourth cause

of cancer-related deaths worldwide.81 HCC patients usually

have a poor prognosis, with the exemption of those diagnosed

early, for whom the 5-year survival rate is above 70%.82 Only a

few studies have analyzed the role of DRs in HCC progression.

Normal hepatic cells and HCC cells express all dopamine

receptors.39 DRD5 is overexpressed in HCC tumor samples

compared to normal adjacent tissue, whereas DRD1 expression

is decreased.43 However, the functional roles of such changes

are still unclear.

On the other hand, there is enough evidence to support the

anti-tumoral role of DRD2 in HCC. DRD2 activation inhibits

proliferation and invasion,39,44 promotes apoptosis, and blocks

migration of HCC cells.44 In vivo, dopamine reduces tumor

growth and lung metastasis in a DRD2-dependent fashion since

the effects are reverted by the simultaneous administration of

dopamine and the DRD2 antagonist domperidone.39 In agree-

ment, the DRD2 agonist bromocriptine reduces tumor mass and

increases overall survival of HHC-bearing mice.39

As for other tumor types, it has been shown that thioridazine

impairs tumorsphere formation and reduces the expression of

CSC-associated genes,43 suggesting that the DRD2 signaling

may be different in CSCs and tumor-bulk HCC cells.

DRs in Acute Myeloid Leukemia (AML)

AML is the most common (62%) leukemia and generally has a

poor prognosis.83 It has been reported that human AML cell

lines overexpress DRD2 and DRD4 and have low DRD1 and

DRD3 expression.45 Similar results have been found in animal

models of myelodysplastic syndrome,45 a condition associated

with an increased risk of developing AML. Chlorprothixene, a

wide-spectrum antagonist of DRs, reduces growth and induces

apoptosis of AML cells from different subtypes and impairs

tumor progression in vivo.40

The available evidence points to DRD2 as a regulator of cell

proliferation and cell death in AML, particularly in leukemia

CSCs. Sachlos and collaborators identified that the DRD2

antagonist thioridazine induces differentiation in neoplastic

pluripotent stem cells and AML blasts, but lacks effect on

normal pluripotent or hematopoietic stem cells.23 Further anal-

ysis showed that thioridazine reduces the engraftment of AML

cells but not that of hematopoietic stem cells; such differential

effect is caused by the absence of DRs expression in normal

cells and the expression of multiple DRs in AML blast.23 This

landmark study showed that: i) leukemic stem cells overex-

press DRs, ii) DRs expression in leukemic cells could be a

prognosis marker, and iii) altering the dopaminergic signaling

could be helpful in a subset of AML patients.23

Subsequent reports analyzed the efficacy and safety of thior-

idazine, combined with cytarabine, in patients with recurrent or

refractory AML. Oral administration of thioridazine gives rise

to plasma concentrations similar to those employed in vitro by

Sachlos et al, inducing partial responses in the fraction of

patients with DRD2-positive disease at the beginning of the

trial.24 Even when thioridazine causes multiple toxic effects

that limit its use, the study demonstrates that DR-mediated

signaling is important for AML clinical progression. Neverthe-

less, as discussed above, thioridazine may not elicit its effects

only through DRs. Therefore, these data should not be consid-

ered definitive proof that DRD2 (or any other DR) is a
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universal target in leukemia. For example, the treatment of

cultures of AML cells with the DRD2 agonist bromocriptine

induces apoptosis, reducing cell viability and colony forma-

tion.45 Likewise, the combined treatment with bromocriptine

and cytarabine has a synergic cytotoxic effect in AML cells.45

Thus, the specific role of DRD2 in AML is still to be clarified.

Further studies should analyze the participation of DRD2 using

different models of AML with special focus on the CSC

population.

DRs in Gastric Cancer

Normal gastric cells and gastric cancer cells express all dopa-

mine receptors.19 DRD2 is overexpressed in tumor samples

compared to adjacent healthy tissues, correlating with a shorter

survival of patients.26 In contrast, gastric cancer cells in culture

display reduced levels of DRD2.19,84 In vitro activation of

DRD2 with quinpirole, a specific agonist, inhibits the insulin-

like growth factor 1 receptor (IGF-1 R)/Protein kinase B (PKB)

pathway reducing cell proliferation.19 Likewise, exogenous

administration of dopamine to tumor-bearing mice inhibits

tumor growth by activating DRD2 on endothelial cells, leading

to activity suppression in the vascular endothelial growth

factor-A receptor-2 (VGEFR2).84 However, inhibition of

DRD2 with thioridazine, a DRD2 antagonist, has also been

reported to decrease gastric cancer cell growth.26

In addition, DRD5 has been associated with cell growth of

gastric cancer cells. The activation of DRD5 by the agonist

SKF83959 suppresses cell growth by inhibiting mTOR func-

tions and inducing autophagy, followed by cell death.73 Thus,

is it possible that DRD5 become a therapeutic target for gastric

cancer in the future.

DRs in Colorectal Cancer (CRC)

In CRC, DRD2 is overexpressed in tumor samples.18 In vitro,

DRD2 activation with dopamine or the D2-like agonist

sumanirole increase CRC cell number, whereas transient

knockdown of DRD2 or DRD2 inhibition with antagonists

(L-741626 or PG01037) generate the opposite effect.18

ONC201, another selective antagonist of DRD2 and DRD3, also

reduces cell viability. However, the effect of ONC201 is not

altered by DRD2 knockout, indicating a DRD2-independent

mechanism of action.18

In a subgroup of CRC patients, the existence of DRD2 poly-

morphisms reduces protein expression85 and is associated with

an increased risk of CRC.85,86 Furthermore, the dopamine con-

tent in malignant human colon tissue is reduced 3- to 10-fold

compared to normal tissue, depending on the tumor stage.85

The progressive reduction of dopamine and DRD2 levels

caused by the polymorphisms leads to a reduction of intracel-

lular cyclic AMP, an inhibitor of cell growth, promoting CRC

progression.85,86

DRs in Pancreatic Cancer

In pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), DRD2 protein

levels are increased in tumor samples compared with normal

tissue.22 DRD2 silencing by shRNA inhibits pancreatic cancer

cell growth in vitro and in vivo. Similarly, treatment of pan-

creatic cancer cell lines with pimozide, an FDA-approved

DRD2 antagonist, induces cell-cycle arrest and apoptosis.22

L-741626, another DRD2 antagonist, generates similar effects,

suggesting that pharmacologic blockade of DRD2 may be a

promising therapeutic strategy for pancreatic cancer. A third

DRD2 antagonist, olanzapine, sensitizes pancreatic CSCs to

chemotherapeutic agents in vitro, but it is unclear if such effect

is mediated exclusively by DRD2 inhibition.87 Thus, indepen-

dent studies report that DRD2-targeting could be beneficial for

pancreatic cancer patients. On the contrary, no reports analyze

the role of other DRs in this tumor type, suggesting that future

research should focus on receptors beyond DRD2.

Conclusions and Final Considerations

We conclude that certain DRs can be considered therapeutic

targets for specific tumor types. For example, DRD2/DRD4

inhibition in GBM or DRD1 activation in luminal breast cancer

produces antitumoral effects. In such cases, future efforts

should focus on: i) analyzing the efficacy of specific DR-

targeting drugs in relevant models of disease; ii) identifying

pertinent pharmacodynamic variables for the evaluation of

therapeutic and adverse effects in future clinical trials; and iii)

developing new drugs with increased specificity for the target.

On the other hand, the evidence is either inconclusive or

contradictory for other receptor/disease combinations. For

example, the roles of DRD5 in GBM or DRD1 in TN breast

cancer need further clarification. Additional studies should

define: i) whether DRs expression is associated with tumor

stage and/or clinical outcomes; ii) the differences in DRs

expression between tumor-bulk cells and CSCs; and iii) the

functional consequences of genetic or pharmacological modu-

lation of DRs in cancer cells. We recommend that when per-

forming those studies, researchers take into consideration that:

a) the same receptor can generate opposite responses in differ-

ent subpopulations of cancer cells; b) the receptor expression

levels may be crucial for the induction of specific responses;

and c) available DRs-modulating drugs generate off-target

effects and, thus, additional controls are required to demon-

strate their specificity in the model of study. These considera-

tions will increase the relevance of the data generated and

facilitate the development of specific therapies for cancer

patients.
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Abstract
Cancer stem cells (CSCs) are tumor cells that share functional characteristics with 
normal and embryonic stem cells. CSCs have increased tumor-initiating capacity 
and metastatic potential and lower sensitivity to chemo- and radiotherapy, with 
important roles in tumor progression and the response to therapy. Thus, a current 
goal of cancer research is to eliminate CSCs, necessitating an adequate phenotypic 
and functional characterization of CSCs. Strategies have been developed to 
identify, enrich, and track CSCs, many of which distinguish CSCs by evaluating 
the expression of surface markers, the initiation of specific signaling pathways, 
and the activation of master transcription factors that control stemness in normal 
cells. We review and discuss the use of reporter gene systems for identifying 
CSCs. Reporters that are under the control of aldehyde dehydrogenase 1A1, 
CD133, Notch, Nanog homeobox, Sex-determining region Y-box 2, and POU class 
5 homeobox can be used to identify CSCs in many tumor types, track cells in real 
time, and screen for drugs. Thus, reporter gene systems, in combination with in 
vitro and in vivo functional assays, can assess changes in the CSCs pool. We 
present relevant examples of these systems in the evaluation of experimental 
CSCs-targeting therapeutics, demonstrating their value in CSCs research.

Key Words: Cancer; Gene reporter systems; Cancer stem cells; Pluripotency transcription 
factors; Anticancer drugs; Preclinical analysis; Cancer stem cells marker
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Core Tip: Controversial cancer stem cells (CSCs) research has caused confusion in this 
discipline. CSCs should be analyzed based on their function with regard to their ability 
to generate serially transplantable tumors. However, such evaluations are expensive 
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and time-consuming and are fraught with ethical issues. Gene reporter assays can be 
used as a surrogate measure of the presence of CSCs in a sample. When combined with 
immunophenotyping and functional assays, reporter systems improve the quality of the 
evidence. However, there is no standard system; thus, the selection of an appropriate 
system must carefully consider its utility in previous works for the tumor type that is to 
be analyzed.
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861-876
URL: https://www.wjgnet.com/1948-0210/full/v13/i7/861.htm
DOI: https://dx.doi.org/10.4252/wjsc.v13.i7.861

INTRODUCTION
Cancer stem cells (CSCs) constitute a small population in the heterogeneous tumor 
mass and have characteristics and functions of cancer cells and stem cells. In addition 
to the hallmark alterations of cancer cells, CSCs have the capacity to self-renew and 
generate a pool of transit-amplifying cells that produce tumor-bulk cells. Accordingly, 
CSCs can seed tumors when transplanted into immunocompromised or syngeneic 
animals. Also, CSCs mediate metastasis and the resistance to cytotoxic treatments, 
including radio- and chemotherapy, leading to minimal residual disease and cancer 
relapse[1-4].

CSCs differ from tumor-bulk cells with regard to phenotype and function. CSCs 
have a different gene expression profile and, thus, differentially expressed proteins 
that can be used as markers. CSCs are quiescent, and when they proliferate, they 
frequently undergo asymmetric cell division. The gene expression and consequent 
functional characteristics of CSCs are regulated in part by several key transcription 
factors that control stemness in embryonic and adult stem cells, including POU class 5 
homeobox 1 (POU5F1; OCT4), Nanog homeobox (NANOG), Sex-determining region 
Y-box 2 (SOX2), Kruppel-like factor 4 (KLF4), and MYC proto-oncogene [5,6].

CSCs have been proposed to be the "seeds" for tumor initiation and development, 
metastasis, and recurrence in many tumors, based on their ability to repopulate tumor 
heterogeneity[2,7]. Given their critical function in tumor progression and clinical 
importance, many strategies for identifying CSCs have been described, including the 
quantification of the fraction of cancer cells that express markers that are associated 
with the CSCs phenotype; evaluation of the ability of cancer cells to form colonies in 
vitro; and assessment of their tumor-initiating potential in xenograft models, the gold 
standard approach for examining CSCs[8-10].

CSCs are identified by immunophenotyping by analyzing the expression of cell-
surface markers. Although this approach is used extensively, it has limited specificity, 
because dissimilar markers might be expressed in CSCs from disparate tumor 
subtypes and, in some cases, even between samples of the same subtype[7,11]. 
Conversely, analyzing tumor-initiating capacity by limiting-dilution xenotrans-
plantation (LDX) is expensive and time-consuming and requires many animals, posing 
an ethical dilemma for researchers. Further, LDX is unsuitable for high-throughput 
drug screening[9,12,13].

To supplement existing tools for identifying, isolating, and characterizing CSCs, 
several reporter gene systems have been developed, having proven to be useful in 
substituting or complementing the identification of CSCs by immunophenotyping[14,
15]. Reporter gene systems have become essential tools in analyzing the contribution 
of CSCs to cancer progression and developing CSCs-selective therapies. In this report, 
we provide integral information on the advantages and drawback of reporter gene 
systems for analyzing and studying CSCs. In addition, we review and discuss their use 
in the development of CSCs-targeting drugs, providing specific examples.

The use of biomarkers in analyzing CSCs 
The classical strategy for identifying, analyzing, isolating, and enriching CSCs entails 
the analysis of cell surface markers that are differential expressed between CSCs and 
non-CSCs[16-19]. The first CSCs markers were identified in acute myelogenous 
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leukemia (CD34+CD38-)[20]. Subsequently, markers that are shared between CSCs and 
normal human stem cells have been used to identify self-renewing CSCs in solid 
tumors (see[7,11] for reviews).

Immunophenotyping is widely used because it is easy and fast, and can be 
performed without special training. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) and 
magnetic-activated cell sorting (MACS) with surface markers are the primary 
strategies for isolating CSCs[21]. FACS can sort by multiple biomarkers simultan-
eously, has robust specificity, and can be combined with other strategies to analyze the 
functional characteristics of CSCs, such as fluorescence screening of Hoechst 33342 
exclusion[22]. However, FACS requires sterile conditions, and cell sorting is stressful 
to cells, which can impact their behavior. Further, given that CSCs are a rare 
population, their sorting requires an excessive number of cells, leading to high experi-
mental costs, and treating cell cultures with trypsin can affect their expression of 
surface markers[8,23,24].

MACS is a simple antibody-based separation technique that does not requires 
specialized equipment; however, the number of biomarkers that can be used is limited, 
and thus, it might be unsuitable for complex CSCs immunophenotypes. The resulting 
purity is typically higher with FACS, but cell survival rates are better with MACS[14]. 
Both methods are invaluable in CSCs immunophenotyping. For example, leukemia 
stem cells have been able to be isolated and characterized by FACS[20,25].

However, the expression of CSCs surface markers depends on the type of tumor 
and the cell of tumor origin, showing heterogeneity between samples[26]. Thus, the 
immunophenotype of CSCs from a particular tumor can not be applied to all samples. 
Moreover, the expression of CSC surface markers can change over time or become 
susceptible to culture conditions[23,24]. For example, enzymatic dissociation of 
glioblastoma cells modifies the retention of CD133 at their surface[23], and in “stem-
like” pancreatic cancer cells, CD133 is upregulated under hypoxic culture conditions
[24]. In addition, the use of different commercial monoclonal antibodies (each with a 
different specificity) complicates the reproducibility of results[15,27]. Given these 
caveats, surface marker profiles of CSCs are frequently inconsistent between cancer 
types. Thus, immunophenotyping alone is considered to be insufficient to demonstrate 
changes in the CSCs pool and has limited use in developing new prognostic and 
therapeutic options for cancer[11,28,29].

To overcome these issues, non-membrane CSCs biomarkers have been identified, 
the most prominent of which is aldehyde dehydrogenase (ALDH). ALDH1 catalyzes 
the oxidation of aldehydes to carboxylic acids and retinol to retinoic acid, allowing 
detoxification from drugs and reactive oxygen species[30,31]. ALDH is expressed by 
normal stem cells, and high levels of ALDH1 activity are observed in CSCs, repres-
enting a reliable biomarker for identifying this subset of cells in tumors from many 
tissues, including breast, bladder, embryonal rhabdomyosarcoma, head and neck 
squamous cell carcinoma, and lung cancer[30]. Higher ALDH1 expression confers 
resistance to several chemotherapeutic agents, such as cisplatin, etoposide, 
fluorouracil, and gefitinib[32]. The selection of a population of interest must be based 
on the expression levels of the enzyme in the tumor cells, given the heterogeneity in 
CSCs phenotype between tumors[11]. For example, in breast tumors, 2 subpopulations 
of CSCs have been identified, but only one is ALDH+[33]. Thus, it is possible that 
different methods enrich distinct subpopulations of CSCs.

ALDH-based staining is also transient and depends on the presence of its substrate, 
rendering the system suitable only for a limited period[34,35]. To mitigate these 
disadvantages, Anorma et al[34] developed and tested a turn-on fluorescent probe 
(AlDeSense) in vitro and ex vivo. The methyl acetate (MA) group of AlDeSense MA is 
hydrolyzed by an intracellular esterase to form AlDeSense, and its aldehyde group is 
then oxidized to carboxylic acid by ALDH1A1 in CSCs, emitting fluorescence. The 
authors observed a 3-fold increase in fluorescence in spheres that were formed by 
purified CSCs. For the ex vivo evaluation, they analyzed the lungs of mice that had 
been injected intravenously with CSCs or non-CSCs through the tail vein to generate 
metastases. When the lungs were perfused with AlDeSense solution, the signal in the 
lungs from CSCs-injected mice was higher than in non-CSCs-injected mice. When 
AlDeSense was injected intratumorally, intratumoral CSCs could be observed in vivo 
using a whole-body fluorescence imager-but only for 2 weeks postimplantation.

These limitations and the need to track CSCs in vivo during metastasis, 
angiogenesis, and CSC-stroma interactions, have prompted the development of new 
tools, including reporter gene systems.
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REPORTER GENE SYSTEMS TO STUDY CSCs
A reporter gene system comprises an easily detectable reporter gene and a regulatory 
complex of transcriptional control (promoters or enhancers that are constitutive or 
inducible). The expression of the reporter gene reflects the direct activation of the latter 
in response to the binding of transcription factors to response elements. Reporters that 
are under constitutive promoters are used primarily to track cells that have been 
transduced with the construct[36]. Conversely, inducible reporters are used to monitor 
biological processes. When a reporter gene construct includes transcriptional control 
components, it functions as a molecular-genetic sensor that responds to endogenous 
transcription factors and transcription-regulating complexes that initiate and control 
reporter gene expression[36,37].

The design and development of reporting systems to analyze such properties as 
phenotypic plasticity and response to therapy require expertise in genetic engineering
[36,38,39]. Moreover, because reporter systems are usually designed to trigger the 
expression of fluorescent proteins, the incorporation of additional fluorescent dyes 
into the experiment should be planned carefully to prevent cross-contamination 
between the signals. Fortunately, there are various fluorescent proteins with a range of 
excitation and emission spectra (from blue to far red) and distinct structural properties 
and stability. The selection of the fluorescent protein must also consider its maturation 
time and half-life in the cell to match the desired application[36,37,40,41]. Altern-
atively, bioluminescent reporter genes with increased sensitivity can be used for in vivo 
applications[36]. The combination of luciferase genes with fluorescent protein-coding 
genes into a single sequence has provided an additional tool for analyzing cell 
populations in vivo and ex vivo, because this strategy allows 2 signals to be monitored 
independently[36,37].

In CSCs research, reporter gene systems have many advantages, because they allow 
live detection and isolation of CSCs from several tumor types. Further, these systems 
can be combined (simultaneously or sequentially) with other methods that analyze cell 
viability or the expression of other biomarkers, strengthening the distinction of CSCs 
vs non-CSCs and increasing the reliability of the evaluation of effects of stimuli on 
either population.

However, the value of a particular reporter gene systems in tracking a particular 
type of CSCs is directly proportional to its validation using in vitro and in vivo 
functional assays. Several reporting systems have been used to identify CSCs from 
various tumors (Table 1) and have thus become important tools for the study of CSCs 
biology[12,42-45].

Reporter gene systems based on CSCs biomarkers
As discussed, CSCs can be characterized by their expression of various differential 
markers, including: (1) Cell surface proteins, such as CD133; (2) Enzymes, such as 
ALDH1; and (3) Transcription factors[7,11]. Many reports support that self-renewal 
markers, including ALDH1A1, POU5F1, and SOX2, reliably distinguish CSCs several 
cancers[29,38,46,47]. However, because these molecules are intracellular, antibody-
based screens are not compatible with functional assays.

To overcome this limitation, reporter systems that are based on ALDH1A1 
expression have been developed by cloning fluorescent proteins under the control of 
the ALDH1A1 promoter[29,31,35]. These systems have been used to identify CSCs in 
breast cancer[31,35], colon cancer[35], and oral squamous cell carcinoma[29]. They can 
live track CSCs, allowing one to study CSCs dynamics in their microenvironment, 
increasing our understanding of CSCs involvement in the formation of metastases, 
resistance to therapy, and cancer recurrence. For example, a fluorescent reporter 
system that is based on control of the fusion protein mNeptune-TK by the ALDH1A1 
promoter was used to identify a population (mNeptunehigh) in breast cancer cells that 
were pluripotent, had high sphere-forming capacity, and were more resistant to 
chemotherapy and radiotherapy[31]. These mNeptunehigh cells were more tumorigenic 
in immunodeficient mice and generated highly resistant tumors. The reporter system 
efficiently identified and tracked CSCs in several luminal and mesenchymal breast 
cancer cell lines[31] and thus might be useful in studying CSCs dynamics in tumors.

A different approach exploits the finding that the glycoprotein CD133 is a CSCs 
surface marker in various cancers, including breast[11,48], colon[11,49], lung[11], and 
brain[11,16]. A reporter system that is based on CD133 expression has been developed 
and used to detect CSCs. Guerra-Rebollo et al[16] transduced human glioblastoma U87 
tumor cells with a trifunctional chimeric reporter that expresses Renilla reniformis 
luciferase, red fluorescent protein, and a truncated version of the herpes simplex virus 
thymidine kinase sr39tk (tTK), driven by the CD133 promoter. This strategy allowed 
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Table 1 Studies using reporter system based on known cancer stem cells biomarkers

Promoter gene/element 
response Reporter gene Tumor type Functional assays performed for 

validation

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Reprogramming of non-CSCs to CSCs after 
cytotoxic treatments

Extravasation potential

Far red fluorescent protein 
(mNeptune)

Breast cancer[31]

Drug sensitivity in vivo 

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

tdTomato fluorescent protein Breast and colon cancer[35]

Drug sensitivity in vivo

Sphere formation

Xenotransplantation assays

ALDH 

DsRed2 fluorescent protein Oral squamous cell carcinoma[29]

Drug sensitivity in vitro 

Sphere formation

Transactivation assay

Limiting-dilution xenotransplantation

Drug sensitivity in vivo

CD133 Luciferase/RFP Glioma[16]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formationLimiting-dilution 

xenotransplantation

Liver (cholangiocarcinoma) [94]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

AFP GFP

Pancreatic cancer[95]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

GFP Breast cancer[51]

Drug sensitivity in vivo

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Drug sensitivity in vivo

Notch

Luminescent protein Lung cancer[52]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Extravasation potential

TERT GFP Osteosarcoma[53]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

s-SHIP GFP Prostate cancer[96]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Xenotransplantation assay

DACH1 GFP Breast cancer[97,98]

Transactivation assay
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Sphere formationLGR5 GFP Colorectal cancer[99]

Gene expression profiling of flow-sorted cells

ALDH: Aldehyde dehydrogenase; AFP: Alpha-fetoprotein; TERT: Telomerase reverse transcriptase; s-SHIP: Stem-SH2-domain-containing 5'-inositol 
phosphatase; LGR5: G-protein-coupled receptor 49, Gpr49; GFP: Green fluorescent protein; RFP: Red fluorescent protein.

them to independently monitor the entire tumor population or tumor cell subpopu-
lations with an active CD133 promoter by bioluminescence imaging or confocal 
microscopy[16]. When culturing U87 cells that were transduced with this reporter, an 
increase in the formation of tumorspheres was observed. The expression of the tTK 
gene from the construct selectively killed replicating cells with an active CD133 
promoter on treatment with ganciclovir[16].

Other reporter systems center on the activation of specific signaling pathways in 
CSCs. The Notch pathway, which maintains pluripotent hematopoietic stem cells by 
inhibiting their differentiation, is specifically involved in preserving self-renewal and 
amplification in CSCs, supporting tumor formation and mediating resistance to 
chemotherapeutic agents and recurrence in various tumor types[50]. However, the 
function and activity of Notch signaling is context-dependent in many tumors[49] and 
thus can not be considered a universal marker for CSCs. The use of reporter genes that 
respond to Notch signaling has facilitated the identification of a subset of cells with 
stem cell activity in breast[51] and lung cancer[52], in which the function of Notch 
signaling has been examined extensively. These reporter systems detect and monitor 
CSCs in vitro and in vivo, allowing the study of drug resistance in diverse experimental 
models. Hassan et al[52] used a Notch-green fluorescent protein (GFP) reporter 
construct that is activated when Notch intracellular domain translocate to the nucleus. 
They identified a subset of lung cancer cells with high Notch activity (GFPbright) with 
increased ability to form tumorspheres and generate GFPbright and GFPdim cell 
populations. Similarly, GFPbright cells were resistant to chemotherapy and tumorigenic 
in serial xenotransplantation assays, demonstrating that only cells with active Notch 
signaling could self-renew[52].

Another reporter gene system has been developed to detect CSCs, in which GFP is 
driven by the telomerase reverse-transcriptase (TERT) promoter, successfully 
enriching human osteosarcoma stem cells[53]. These GFP+ cells had greater sphere-
forming ability and enhanced stem cell-like properties, such as invasiveness, 
metastatic activity, and resistance to chemotherapeutic agents in vitro and in vivo[53]. 
Further, the subpopulation in which the hTERT promoter was activated had 
significantly higher tumorigenic activity in vivo. In orthotopic and ectopic transplant-
ations, the GFP+ cells consistently formed tumors at a lower number of injected cells; 
these tumors were phenotypically diverse and could initiate new tumors after serial 
transplantation[53]. However, certain osteosarcoma cell lines and two-thirds of clinical 
osteosarcoma samples are telomerase-negative, rendering TERT-dependent labeling 
unsuitable for some patients.

Reporter gene systems based on CSCs transcription factors
The transcription factors that regulate stemness in normal stem cells are also involved 
in cancer progression and CSC biology. In mouse embryonic stem cells, these factors 
form interconnected feed-forward transcriptional loops to establish and reinforce cell 
type-specific gene expression programs[54,55] (Figure 1A). The ensemble of core 
transcription factors and their regulatory loops constitutes core transcriptional 
regulatory circuitry in many signaling pathways that regulate CSCs functions[56] 
(Figure 1B).

High expression of OCT4 correlates with self-renewal, chemoresistance, and 
tumorigenic potential of bladder, breast, and glial cells[57-59] and an unfavorable 
prognosis in cervical, breast, and esophageal squamous cancers[58,60,61]. SOX2 is 
important in maintaining self-renewal and tumorigenesis and inhibiting differen-
tiation in CSCs from melanoma, lung adenocarcinoma, and lymphoma tissue[62-64], 
and its elevated expression correlates positively with drug resistance and poor 
survival in prostate, breast, and glioma cancer patients[65-69]. Overexpression of 
NANOG in CSCs promotes tumorigenicity by regulating self-renewal and prolif-
eration in prostate, ovarian, and head and neck squamous cells[4,70-72] and is an 
unfavorable prognostic marker in colorectal, renal, and rectal cancer patients[73-75]. 
KLF4 is a bifunctional transcription factor that can be an oncogenic or tumor 
suppressor signal, depending on the type of cancer[76]; lower KLF4 expression 
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Figure 1 The pluripotency transcription factors POU class 5 homeobox 1, Sex-determining region Y box-2 and Nanog homeobox control 
stemness. A: In embryonic stem cells, POU class 5 homeobox 1, Sex-determining region Y box-2 and Nanog homeobox form a transcription network that maintain 
pluripotency and inhibits differentiation. B: In cancer cells, those transcription factors play key roles in controlling the functional characteristics that define cancer stem 
cells. OCT4: POU class 5 homeobox 1; SOX2: Sex-determining region Y box-2; NANOG: Nanog homeobox.

contributes to cellular hyperproliferation and malignant transformation in 
meningioma and prostate cancer[77,78], but upregulation of KLF4 promotes tumor 
progression in osteosarcoma, breast, and gastrointestinal cancer[79-81]. MYC is 
usually dysregulated in human cancers, in which it cooperates with other factors 
during tumorigenesis and promotes invasiveness in CSCs[7,82,83].

Based on their relevance in cancer progression, pluripotent stem cell transcription 
factors have been used to develop reporter gene systems that are based on their 
promoters (Table 2). Several promoter-reporter constructs that incorporate portions of 
the Oct4, Sox2, and Nanog promoters have been used widely to monitor the 
reprogramming of murine somatic cells into an induced pluripotent state[38]. 
However, the expression levels of these transcription factors might be lower in CSCs 
and vary significantly between samples[84-88]. Moreover, the large promoter regions 
that are used in such constructs invariably contain response elements for other 
transcription factors, potentially reducing reporter specificity, limiting their 
application in identifying CSCs. Further, some of these genes, such as Oct4, have 
alternate transcripts and pseudogenes, complicating their detection[38,39].

Thus, systems that use reporter genes under the transcriptional control of promoters 
that are active specifically in human CSCs have been generated[15,35]. For example, a 
GFP reporter that is driven by the NANOG promoter was developed to enrich and 
track ovarian CSCs[72,89]. Wiechert et al[89] introduced this reporter into cisplatin-
naïve, high-grade, serous ovarian cancer patient-derived xenografts and ovarian 
cancer cell lines. GFP+ cells expressed higher levels of stem cell transcription factors 
(NANOG, SOX2, and POU5F1) and CSC surface markers (CD44, CD133, CD117, 
CD49f, and CD24) and showed increased tumor-initiating potential. GFP+CD49f+ 
patient-derived cells were enriched using the reporter system and CD49f staining. 
Further, the reporter system allowed the group to visualize dynamic changes in 
stemness in response to cisplatin treatment and to analyze the self-renewing capacity 
of cisplatin resistant cells[89].

Another example is a lentiviral reporter system, called SORE6, that was developed 
by Tang et al[38]. The system comprises 6 concatenated repeats of the SOX2 and OCT4 
response elements from the proximal human NANOG promoter, controlling the 
expression of reporter genes (GFP or mCherry). This tool was validated in vitro and in 
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Table 2 Studies using reporter system based on CSCs transcription factors.

Promoter 
gene/element 
response

Reporter gene Tumor type Functional assays performed for 
validation

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Extravasation potential

Breast cancer[100]

In vitro limiting-dilution assays 

Breast cancer[98] Transactivation assay

Sphere formation

Extravasation potential

Drug sensitivity in vitro

Prostate cancer[70]

Limiting-dilution xenotransplantation

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Extravasation potential

Drug sensitivity in vivo

Nasopharynx cancer [101]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formationLimiting-dilution 
xenotransplantation

Extravasation potential

Liver (hepatocellular 
carcinoma)[45]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Ovary cancer[89]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Xenotransplantation assay

Drug sensitivity in vitro

NANOG GFP; Luminescent protein

Ovary cancer[72]

Extravasation potential

Breast cancer[17] Sphere formation

Breast cancer[102] Sphere formation

Sphere formation

Drug sensitivity in vitro

Breast cancer[43]

Transactivation assay

Breast cancer[98] Transactivation assay

Sphere formation

Xenotransplantation assay

Glioma[46]

In vitro limiting-dilution assays

Limiting-dilution xenotransplantationSkin cancer[103]

Drug sensitivity in vivo

Sphere formationCervical cancer[104]

Limiting-dilution xenotransplantation

Sphere formationCervical cancer[105]

Transactivation assay

SOX2 tdTomato fluorescent protein/ Luminescent 
protein; GFP; Luminescent protein
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Thyroid cancer[106] Transactivation assay

Transactivation assay

Drug sensitivity in vivo

Teratomas from 
neoplastic hPSCs[12]

Progenitor assays (clonogenic and multilineage 
hematopoietic differentiation)

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Liver (hepatocellular 
carcinoma)[47]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Drug sensitivity in vitro 

Melanoma[92]

Xenotransplantation assay

Xenotransplantation assay

Drug sensitivity in vitro

Sarcoma[18]

Drug sensitivity in vivo

Sphere formation

Drug sensitivity in vitro

Breast cancer[43]

Transactivation assay

Transactivation assay

Drug sensitivity in vitro

OCT4 GFP; Luminescent protein

Teratomas from 
neoplastic hPSCs[12]

Progenitor assays (clonogenic and multilineage 
hematopoietic differentiation)

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Breast cancer[38]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Sarcoma[42]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Drug sensitivity in vivo

Prostate cancer[107]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Gastric cancer[44]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Malignant mesothelioma
[108]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Limiting-dilution xenotransplantation

Head and neck squamous 
cancer[109]

Drug sensitivity in vitro

Sphere formation

Transactivation assay

Limiting-dilution xenotransplantation

Drug sensitivity in vitro

SOX2-OCT4 GFP; mCherry fluorescent protein; 
Luminescent protein; Luminescent protein/ 
RFP

Glioma[16]
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Drug sensitivity in vivo

hPSCs: Human pluripotent stem cells; GFP: Green fluorescent protein; RFP: Red fluorescent protein

vivo in several models of breast cancer, tracking self-renewal, the generation of hetero-
geneous offspring, tumor- and metastasis-initiating activity, CSCs plasticity, and the 
response to therapeutics in real time. SORE6+ cells underwent asymmetrical cell 
division, generated SORE6- cells, and initiate tumors in serial transplantation, 
demonstrating that they have tumor-initiating ability and long-term self-renewal[38]. 
However, no CD44+CD24- cells (the subset commonly reported as breast CSCs) were 
enriched in the SORE6+ fraction, and there was no overlap with the ALDH1-positive 
population, suggesting that heterogeneity exists even within stem cell populations, as 
published[90]. Thus, CSCs detection with SORE6 in breast cancer is more robust than 
with typical biomarkers, rendering the system ideal for the preclinical evaluation of 
new drugs.

These examples indicate that systems that report the expression and activity of 
NANOG, SOX2, and OCT4 are valuable tools for studying CSCs, accelerating the 
development of more efficient and specific reporter systems and transgene delivery 
strategies. As discussed, the validation of such systems will require extensive and 
meticulously planned preclinical testing.

USE OF REPORTER GENE SYSTEMS IN THE EVALUATION OF NEW 
THERAPIES
The number of CSCs affects tumor progression, disease recurrence, promotion of 
angiogenesis, evasion of the immune system, and resistance to conventional anticancer 
therapies[1,2,18,91]. Increased CSC content in a tumor has also been associated with a 
more aggressive form and metastatic type[10,33,92,93]. Although certain therapeutic 
agents that target CSCs have been described[1,10,11,28], it is evident that new selective 
treatments should be developed. Several studies have demonstrated the value of 
reporter gene systems in identifying drugs that target CSCs and determining their 
mechanisms of action (Table 2). For example, the combination of reporting systems 
with cell viability-tracking dyes can distinguish agents that induce differentiation and 
the loss of self-renewing pluripotency vs those cause direct cytotoxicity.

In sarcomas, stemness is coordinated by the expression of the pluripotency factor 
SOX2. Accordingly, the SORE6 reporter system has been used to study the response of 
CSCs to therapeutics agents in patient-derived cell lines from undifferentiated 
pleomorphic sarcoma[42]. The simultaneous analysis of SORE6 and caspase-3 
activation identified the differential mechanism that was associated with the ability of 
trabectedin and EC-8042 to reduce the CSC fraction. Trabectedin is an efficient inducer 
of apoptosis in SORE6+ and SORE6- cells, but EC-8042 reduces the percentage of 
SORE6+ cells before the apoptotic effect becomes evident, suggesting that EC-8042 
switches off SORE6-related transcriptional activity and CSC-associated properties[42].

Similarly, Pádua et al[44] used the SORE6 reporter system to characterize CSCs from 
gastric cancer and evaluate small molecules in a high-throughput screen[44]. SORE6+ 
gastric cancer cells from the AGS and Kato III cell lines underwent increased sphere 
formation and tumorigenicity. Kato III SORE6+ cells had higher levels of ALDH1 
compared with SORE6− cells, but AGS cells did not express ALDH1. No other CSC-
marker was enriched in SORE6+ cells from either cell line, consistent with several 
reports that have demonstrated that stemness transcription factors are better markers 
of CSCs. In the same work, the authors screened 1200 compounds from the Prestwick 
chemical library in SORE6+ or SORE- cells and observed that monensin induces a 
reduction in cell number selective towards the SORE6+ population[44]. Given that 
SORE+ cells are resistant to 5-FU, the identification of monensin as a gastric CSC-
targeting drug might guide the development of future adjuvant therapies.

These examples, with those in Table 2, demonstrate that the transcriptional activity 
of pluripotency transcription factors can be used as a marker of CSCs in various tumor 
types. Thus, reporter systems can be implemented as a core component of analyses 
that identify compounds and molecules that target CSCs.
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CONCLUSION
In summary, the appropriate selection of a gene reporter system eliminates common 
obstacles in the CSCs research, based on their ability to:

Allow direct quantification and isolation of cells with CSCs properties in preclinical 
tumor models and freshly excised tumors.

Track cells in time and space (in vitro and in vivo) in the analysis of CSCs niches, 
interactions between CSCs and their microenvironment, and interactions with 
neighboring cells.

Circumvent direct cell staining procedures and avoid issues with label dilution 
phenomena.

Track functional properties of CSCs, such as their phenotypic plasticity.
Identify selective agents that target CSCs and could be useful for preclinical testing 

of anticancer drugs with high sensitivity.
Lastly, it is expected that new reporter gene systems will be generated in the coming 

years, after the identification of additional CSCs-specific promoters and response 
elements. Those reporter gene systems could be combined with genetic-editing 
strategies, such as the CRISPR/Cas9 system, to improve their specificity and reliability 
by reducing genomic instability due by the integration of indirect genetic markers 
through viral vectors.
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