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Cutaneous melanoma is the most lethal skin cancer, but the availability of novel targeted 

therapies for patients with BRAF mutations and immunotherapies based on immune 

checkpoint inhibitors has significantly improved its clinical outcome. Nevertheless, the 

effectiveness of these treatments is challenged by limitations in sustained responses and 

relapse due to the development of drug resistance. 

Resistance of melanoma to targeted therapy and immunotherapy is linked to metabolic 

rewiring. Here, we show that increased fatty acid oxidation (FAO) during prolonged 

BRAF inhibitor (BRAFi) treatment contributes to acquired therapy resistance in mice. 

Targeting FAO using the FDA and EMA-approved anti-anginal drug ranolazine delays 

tumor recurrence with acquired BRAFi resistance.  

Single-cell RNAseq analysis reveals that ranolazine diminishes the abundance of the 

therapy resistant NGFRhigh neural crest stem cell subpopulation. Moreover, by rewiring 

the methionine salvage pathway, ranolazine enhances melanoma immunogenicity 

through increased antigen presentation and interferon signalling. Combination of 

ranolazine with anti-PD-L1 antibodies strongly improves survival by increasing anti-

tumour immune responses.  

Altogether, we show that ranolazine increases the efficacy of targeted melanoma 

therapy through its effects on FAO and the methionine salvage pathway. Importantly, 

our study suggests that ranolazine could sensitize BRAFi-resistant tumours to 

immunotherapy. Since ranolazine has very mild side effects, it might constitute a 

therapeutic option to improve the two main strategies currently used to treat metastatic 

melanoma. 
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El melanoma cutáneo es el tipo de cáncer de piel más letal pero la disponibilidad de 

nuevas terapias dirigidas para los pacientes con mutaciones en el oncogén BRAF y las 

inmunoterapias basadas en los inhibidores de los checkpoints inmunes, han mejorado 

significativamente las respuestas clínicas. No obstante, la efectividad de estos 

tratamientos está comprometida debido a que las respuestas no son duraderas y a las 

recaídas debidas a la adquisición de resistencia los tratamientos. 

La resistencia del melanoma a las terapias dirigidas e inmunoterapias está asociada con 

la reprogramación metabólica. En este trabajo, mostramos como un aumento en la 

oxidación de ácidos grasos (FAO) durante el tratamiento prolongado con BRAFi en 

ratones, contribuye a la adquisición de resistencia a la terapia. La inhibición de la FAO 

mediante el fármaco Ranolazina, aprobado por la FDA y la EMA para tratar la angina de 

pecho, retrasa la progresión de tumores resistentes a BRAFi.  

El análisis por Single-cell RNAseq revela que la Ranolazina disminuye la abundancia de la 

subpoblación de células madre de la cresta neural resistente a terapias por una alta 

expresion de NGFR. Además, mediante la reprogramación de la ruta de recuperación de 

la metionina, la Ranolazina aumenta la inmunogenicidad del melanoma a través del 

aumento en la presentación de antígenos y una mayor señalización de las rutas del 

interferón. Por esto, combinar Ranolazina con anticuerpos anti-PD-L1 mejora 

considerablemente la supervivencia mediante un aumento de la respuesta inmunitaria 

anti-tumoral. 

En conjunto, este trabajo muestra que la Ranolazina aumenta la eficacia de las terapias 

dirigidas en melanoma por su impacto en la FAO y la ruta de recuperación de la 

metionina. Además, sugiere que la Ranolazina hace que los tumores resistentes a BRAFi 

sean más sensibles a las inmunoterapias. Por todo ello, ya que la Ranolazina presenta 

efectos adversos muy leves, podría establecerse una opción terapéutica que mejoraría 

las dos estrategias principales utilizadas a día de hoy para el tratamiento del melanoma 

metastásico. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 
 



 

 



  Índice 
  

 

 
AGRADECIMIENTOS .................................................................................................................. 7 

ABSTRACT/RESUMEN .............................................................................................................. 17 

ÍNDICE .................................................................................................................................... 23 

ABREVIATURAS ....................................................................................................................... 29 

INTRODUCCIÓN ...................................................................................................................... 37 

1. CÁNCER DE PIEL ........................................................................................................... 39 

1.1. MELANOMA......................................................................................................... 40 

1.1.1. TIPOS DE MELANOMA ...................................................................................... 41 

1.1.2. EPIDEMIOLOGÍA DEL MELANOMA CUTÁNEO ................................................... 43 

1.1.3. FACTORES DE RIESGO....................................................................................... 44 

1.1.4. PROGRESIÓN DEL MELANOMA......................................................................... 48 

1.1.5. ESTADIAJE Y ESTRATIFICACIÓN DEL MELANOMA CUTÁNEO ............................. 50 

1.1.6. GENÉTICA DEL MELANOMA CUTÁNEO ............................................................. 52 

1.1.7. SEÑALIZACIÓN DEL MELANOMA CUTÁNEO ...................................................... 53 

1.1.8. TRATAMIENTO DEL MELANOMA CUTÁNEO ...................................................... 57 

1.1.8.1. Terapias Dirigidas ......................................................................................... 58 

Inhibidores de BRAF (BRAFi) ............................................................................................ 59 

Resistencia a inhibidores de BRAF ................................................................................... 60 

Terapia combinada de Inhibidores de BRAF y MEK .......................................................... 63 

Tolerancia farmacológica y resistencia adquirida ............................................................. 65 

1.1.8.2. Inmunoterapia ............................................................................................. 67 

Mecanismos de resistencia a inmunoterapias.................................................................. 71 

1.1.9. PLASTICIDAD FENOTÍPICA DEL MELANOMA ..................................................... 73 

2. METABOLISMO Y MELANOMA ..................................................................................... 79 

2.1. GLUCÓLISIS Y CICLO TCA ...................................................................................... 80 

2.2. METABOLISMO DE ÁCIDOS GRASOS ..................................................................... 83 

OBJETIVOS .............................................................................................................................. 89 

MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................................................................ 93 

1. CULTIVO CELULAR ........................................................................................................ 95 

1.1. LINEAS CELULARES ............................................................................................... 95 

1.2. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS CONVENCIONAL ..................................... 96 

1.3. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS CON RESISTENCIA ADQUIRIDA A MAPKi .. 97 

2. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA .................................................................................. 98 

2.1. EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL ................................................................................ 98 



Índice 
  

 

2.2. RETROTRANSCRIPCIÓN (RT) ................................................................................. 99 

2.3. PCR CUANTITATIVA (qRT-PCR) ........................................................................... 100 

2.4. ANALISIS TRANSCRIPTÓMICO: SINGLE CELL RNAseq ........................................... 102 

2.4.1. Análisis scRNAseq de A375 ............................................................................. 103 

2.4.2. Análisis scRNAseq del estroma inmune tumoral ............................................. 105 

3. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS ..................................................................... 107 

3.1. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS ................................................ 107 

3.2. WESTERN BLOT .................................................................................................. 108 

3.3. INMUNOFLUORESCENCIA .................................................................................. 109 

3.4. CITOMETRÍA DE FLUJO ....................................................................................... 111 

4. ANALISIS METABOLICOS ............................................................................................. 111 

4.1. ANALISIS DEL FLUJO METABOLICO ..................................................................... 111 

4.2. ANÁLISIS DE METABOLÓMICA Y LIPIDÓMICA ..................................................... 113 

4.2.1. Preparación de las muestras .......................................................................... 114 

4.2.2. Análisis de Datos ............................................................................................ 114 

4.3. ANALISIS DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS) ........................................ 115 

4.4. ANALISIS DEL CONSUMO DE GLUCOSA CELULAR ................................................ 116 

5. EXPERIMENTOS IN VIVO ............................................................................................. 117 

5.1. EXPERIMENTO IN VIVO CON A375 Y TERAPIAS DIRIGIDAS (BRAFi) ...................... 118 

5.2. EXPERIMENTO IN VIVO CON CÉLULAS 5555 E INMUNOTERAPIAS ....................... 119 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO ............................................................................................... 120 

RESULTADOS ......................................................................................................................... 121 

1. Validación del modelo in vitro de adquisición de resistencia a BRAFi en células de 

melanoma con BRAFV600E ............................................................................................ 123 

2. La FAO es relevante durante la adquisición de resistencia a BRAFi .............................. 126 

3. Análisis lipidómico de las células A375VR ................................................................... 130 

4. Análisis metabólico de las células A375VR .................................................................. 133 

5. Relevancia de la FAO en tumores de melanoma y ensayos in vivo .............................. 138 

6. Análisis Single-Cell RNAseq (scRNAseq): estados transcripcionales de melanoma en las 

células A375, A375VR y A375 VR_RANO ..................................................................... 147 

7. Análisis Single-Cell RNAseq (scRNAseq): efecto de la Ranolazina en la resistencia 

adquirida a BRAFi ....................................................................................................... 155 

8. Estudio de la modulación de la Ranolazina sobre el metabolismo de la metionina ...... 159 

9. Efecto de la Ranolazina con independencia del BRAFi en las células de melanoma 

BRAFV600E .................................................................................................................... 166 

10. Efecto de la Ranolazina en el microambiente tumoral ................................................ 171 

DISCUSIÓN ............................................................................................................................ 177 



  Índice 
  
 

  27 

CONCLUSIONES ..................................................................................................................... 191 

BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................................... 195 

PUBLICACIONES .................................................................................................................... 221 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABREVIATURAS 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas 
 

  31 

2DG: 2-deoxiglucosa 

2DG6P: 2-Deoxiglucosa-6-fosfato 

A 

A: Antimicina A 

ABCDs: Transportador de casete de 
unión  a ATP, clase D 

ACAD: Acil-CoA Dehidrogenasa  

ACOXs: Acil-coenzima A oxidasa 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico 
complementario 

AJCC: American Joint Committee on 
Cancer. Comité Americano del Cáncer. 

AKT: Proteína quinasa B (PKB) 

AMPK: Proteína quinasa activada por 
AMP 

AP-1: Proteína Activadora 1 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ARNr: ARN ribosómico 

ATCC: American Type Culture Collection 
(Colección Americana de Cultivos Tipo) 

ATF4: Factor de Transcripción Activador 
4 

ATP: Adenosín Trifosfato 

B 

β2M: beta 2-microglobulina 

BCA: Ácido bicinconínico 

BRAF: v-Raf murine sarcoma viral 
oncogene homolog B (homólogo B del 
oncogén viral v-Raf de sarcoma murino) 

BRAFi: Inhibidores de BRAF 

BRAFV600E: Gen BRAF con mutación 
V600E, sustitución de Valina por Ácido 
glutámico en posición 600 

BSA: Bovine Serum Albumin. Albúmina 
de Suero Bovino 

BTLA: Atenuador de Linfocitos B y T 

C 

CDK4: Quinasa 4 dependiente de ciclina 

CDKN2A: Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 2A. Inhibidor 2A de quinasa 
dependiente de ciclina 

ChE: Éster de colesterol 

CK: Ciclo de Krebs 

CPT1: Carnitina Palmitoiltransferasa 1 

CPT2: Carnitina Palmitoiltransferasa 2 

CSD: Chronically Sun Damaged. Daño 
solar crónico 

CTLA-4: Antígeno-4 Asociado a 
Linfocitos T Citotóxico 

CV: Cristal Violeta 

CXCL2: Quimiocina Ligando 2 

CXCR2: Receptor 2 de quimiocina CXC 

D 

DCA: Dicloroacetato 

DCF: 2’,7’-diclorofluoresceina 

DEPC:  Dietilpirocarbonato 
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DG: Diglicéridos 

DMEM: Medio de cultivo Eagle 
modificado por Dulbecco 

DUSP6: Fosfatasa dual específica 6 

E 

ECAR: Extracellular Acidificaton Rate 
(Ratio de Acidificación Extracelular) 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid 
(Acido Etileno Diamino Tetracético) 

EGFR: Epidermal Growth Factor 
Receptor (Receptor del Factor de 
Crecimiento Epidérmico) 

EMA: Agencia Europea de 
Medicamentos 

ERK: Extracellular-signal-Regulated 
Kinases. Quinasas reguladas por señal 
extracelular 

ETO: Etomoxir 

ETC: Cadena Transportadora de 
Electrones 

F 

FADH2: Flavin Adenin Dinucleótido 

FAK: Quinasa de Adhesión Focal 

FAMMM: Familial, atypical multiple 
mole melanoma síndrome (Síndrome 
de Melanoma Familiar con Lunares 
Atípicos Múltiples) 

FAO: Oxidación de Ácidos Grasos 

FAs: Fatty Acids. Ácidos grasos 

FAS: Síntesis de Ácidos grasos 

FASN: Fatty Acid Synthase. Ácido Graso 
Sintasa 

FCCP: carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona 

FcR: Receptor Fc 

FDA: Food and Drug Administration. 
Administración de Alimentos y 
Medicamentos. 

G 

G6PDH: Glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa 

GAPDH: Gliceraldehído 3 fosfato 
deshidrogenasa 

GFP: Proteína Verde Fluorescente 

Gluc: Glucosa 

GO: Gene Ontology (Ontología Génica) 

GRO: Growth-Regulated Oncogene. 
Oncongén regulado por crecimiento. 

H 

Hex2Cer: Hexosil-2-ceramidas 

HGF: Factor de Crecimiento Hepático 

HIF1α: Subunidad alfa del Factor 1 
Inducible por Hipoxia 

HRP: Horseradish Peroxidase-labeled 
Antibodies. Anticuerpo conjugado con 
peroxidasa de rábano 

I 

IARC: International Agency for 
Research on Cancer (Agencia 
internacional para la investigación del 
cáncer) 

IF: Inmunofluorescencia 

IFNA: Interferon alpha 

IFNG: Interferon gamma 
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IGF-1R: Insulin-like growth factor 1 
receptor. Receptor del factor 1 de 
crecimiento similar a la insulina 

IL-1: Interleucina 1 

K 

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (Enciclopedia de Genes y 
Genomas de Kioto) 

KIT: KIT Proto-Oncogene, Receptor 
Tyrosine Kinase. Proto-oncogen KIT, 
receptor tirosin-quinasa 

L 

LAG3: Gen de Activación Linfocitaria 3 

LDH: Lactato Deshidrogenasa 

LPC: Lisofosfatidilcolina 

Luc: Luciferasa 

M 

MAPK: Mitogen-Activated Protein 
Kinases. Proteinas quinasa activadas 
por mitógenos 

MAT2A: Metionina adenosiltransferasa 
2A 

MCR1: Receptor de melanocortina 1 

MCT4: Transportador 

monocarboxilado-4 

MEK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
Kinases. Quinasas de Proteina quinasa 
activada por mitógenos 

MEKi: Inhibidores de MEK 

MET: Receptor del Factor de 
Crecimiento Hepático, MET proto-
Oncogén, Receptor Tirosin-Quinasa  

MG: Monoglicérido 

MHC: Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad 

MHC-I: Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad  de clase I 

MHC-II: Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad  de clase II 

MITF: Factor de Transcripción Asociado 
a Microftalmia 

MTA: Metil-thioadenosina 

MTAP: Metil-thioadenosina fosforilasa 

mTOR: Mammalian Target of 
Rapamycin. Diana de Rapamicina en 
mamíferos. 

mTORC1: Complejo 1 de mTOR 

mTORC2: Complejo 2 de mTOR 

MTRP: metil-thioribosa fosfato 

MYC: Oncogén viral homólogo de 
Mielocitomatosis aviar  

N 

NAC: N-Acetil Cisteina 

NADH: Nicotinamida Adenina 
Dinucleótido 

NADPH: Nicotinamida Adenina 
Dinucleótido Fosfato 

NCSC: Neural Crest Stem Cell. Células 
madre de la cresta neuralNF-1: 
Neurofibromin 1 

NFkB: factor nuclear potenciador de las 
cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas 

NGS: Normal Goat Serum (Suero 
Normal de Cabra) 
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NRAS: Neuroblastoma RAS viral 
oncogene homolog (homólogo del 
oncogen viral RAS de neuroblastoma) 

O 

OCR: Oxygen Consumption Rate (Ratio 
de Consumo de Oxígeno) 

OXPHOS: Fosforilación Oxidativa 

P 

P: células persister 

PBS: Phosphate Buffered Saline 
(Tampón fosfato salino) 

PC: Fosfatidilcolina 

PCR: Polymerase Chain Reaction 
(Reacción en cadena de la ADN 
polimerasa) 

PD-1: Receptor Programado de Muerte 
Celular 1  

PDGFR: Platelet-derived growth factor 
receptor. Receptor del factor de 
crecimiento derivado de las plaquetas 

PDH: Piruvato Deshidrogenasa 

PDK1: Piruvato Deshidrogenasa 1 

PD-L1: Ligando del Receptor 
Programado de Muerte Celular 1 

PE: Fosfatidiletanolamina 

PI3K: Phosphoinositide-3 kinase. 
Fosfoinositol-3 quinasa 

PIP3: Phosphatidylinositol 3-phosphate. 
Fosfatidilinositol-3 fosfato 

PPAR: Receptores activados por 
proliferadores peroxisomales 

PRMT5: Proteína arginina N-
metiltransferasa 5 

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 
3-fosfatasa 

R 

R: Rotenona 

RANO: Ranolazina 

Rb: Retinoblastoma 

RCF: Fuerza Centrífuga Relativa 

ROS: Especies Reactivas de Oxígeno 

RT: Retrotranscripción o transcripción 
reversa 

RTK: Receptor Tyrosine-Kinase. 
Receptor Tirosina-Quinasa 

RT-PCR: Real-Time Reverse 
Transcription PCR (Transcripción 
Reversa – Reacción en cadena de la 
ADN polimerasa) 

S 

SAM: S-adenosinmetionina 

SBF: Suero Bovino Fetal 

SCN5A: canal de sodio dependiente de 
voltaje Nav1.5 

SDS: Dodecilsultato sódico 

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl 
PolyAcrilamide Gel Electrophoresis 
(Electroforesis en gel de poliacrilamida 
con dodecilsulfato sódico) 

SEM: Error estándar de la media 

SMC: Starved-like melanoma cells. 
Células de melanoma con privación de 
nutrientes 

SMS: Espermina sintasa 

SN: Número de serie 
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T 

T o TRAM: Trametinib 

TBS-T: Solución de Tris Salino con 
Tween 20 

TCA: Ciclo de ácidos Tricarboxílicos 

TCR: Receptor de Células T 

TERT: Retrotranscriptasa Reversa de la 
Telomerasa 

TG: Triglicérido 

TIGIT: Receptor de inmunoglobulina de 
célula T y dominio ITIM 

TIM3: Receptor 3 de mucina de 
Inmunoglobulinas de células T 

TNF: Factor de Necrosis Tumoral 

TNM: Tamaño del tumor, Nº ganglios 
linfáticos afectados, Metástasis. 
Sistema de estadiaje 

U 

UHPLC-MS: Cromatografía Líquida de 
Ultra Alta Presión-Espectrometría de 
Masas 

UMI: Unique Molecular Identifier 
(Identificador Molecular Único) 

UV: Ultravioleta 

V 

V o VEM: Vemurafenib 

VR: Células Resistentes a Vemurafenib 

VR_RANO: Células Resistentes a 
Vemurafenib tratadas con Ranolazina 

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial 
Vascular 

W 

WB: Western Blot 

WHO: World Health Organization 
(Organización Mundial de la Salud 
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1. CÁNCER DE PIEL 

El cáncer de piel es un crecimiento anormal de las células de la piel que generalmente 

está causado por los rayos ultravioleta (UV) procedentes del sol. Existen diferentes tipos 

de cáncer de piel en función de su origen, que son: 

- Carcinoma de células basales: es el tipo de cáncer de piel más común (alrededor 

de 8 de cada 10 casos) y generalmente se ocasiona por una exposición 

prolongada al sol. Su origen está en la capa celular basal, que es la parte inferior 

de la epidermis (Figura 1). Las células basales se dividen constantemente para 

reemplazar las células escamosas que se desprenden de la superficie de la piel. 

A medida que estas células se desplazan hacia la epidermis se vuelven más planas 

y, con el tiempo, se convierten en células escamosas. Este tipo de cáncer de piel 

suele crecer lentamente y no es frecuente su diseminación a otras partes del 

cuerpo. Si no se trata, puede extenderse hacia las áreas cercanas e invadir el 

hueso u otros tejidos debajo de la piel (American Cancer Society, 

www.cancer.org). 

 

Figura 1. Representación esquemática de las capas de la piel. (Fuente: American Cancer 
Society, www.cancer.org). 

 

- Carcinoma de células escamosas: es el segundo tipo de cáncer de piel más común 

(2 de cada 10 casos). Se origina en las células planas de la parte externa de la 

epidermis que se desprenden constantemente a medida que las nuevas células 

http://www.cancer.org/
http://www.cancer.org/
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se forman (Figura 1). Cuando estas células crecen de manera descontrolada, 

pueden convertirse en cáncer de piel de células escamosas. Suele aparecer en 

las zonas más expuestas al sol como la cara, los labios, las orejas y el dorso de las 

manos. Generalmente pueden extirparse por completo pero es más propenso 

que el carcinoma de células basales a invadir capas más profundas de la piel y 

propagarse a otras partes del cuerpo (www.cancer.org). 

- Melanoma: este tipo de cáncer de piel es mucho menos frecuente que los dos 

anteriores pero, si no se trata, es más propenso a crecer y a propagarse. Se 

origina a partir de un crecimiento descontrolado de los melanocitos que son unas 

células localizadas principalmente en la base de la epidermis (Figura 1) 

(www.cancer.org). 

 

1.1. MELANOMA 

En la epidermis humana hay aproximadamente 1500 melanocitos por mm2, lo que 

supone en promedio unos 3 billones de melanocitos (Kanitakis J., 2002). Por ello, los 

melanocitos representan una población minoritaria en la capa celular basal de la 

epidermis y, además, se dividen con una frecuencia muy baja (menos de dos veces al 

año) (Jimbow K. et al., 1975). Su función principal es la síntesis de un pigmento llamado 

melanina con el objetivo de proteger a los keratinocitos vecinos del daño en su ADN 

inducido por la radiación UV del sol (Costin G.-E. & Hearing, V. J., 2007). Tanto la 

proliferación de los melanocitos como la síntesis de melanina son estimulados por daño 

en el ADN ocasionado por la radiación UV (Cui, R. et al., 2007). Cuando la proliferación 

de los melanocitos se descontrola, por diversos factores que serán explicados más 

adelante, se desarrollan neoplasias melanocíticas que en algunos casos progresarán a 

melanoma. 

No obstante, los melanocitos no son exclusivos de la epidermis. En la piel, también se 

encuentran en los folículos pilosos donde contribuyen con la coloración del pelo (Mort, 

R. L. et al., 2015). Además, los melanocitos están presentes en el tracto uveal de los ojos, 

así como en las meninges o en el tracto anogenital. Las neoplasias formadas a partir de 

http://www.cancer.org/
http://www.cancer.org/
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estos melanocitos son distintas en cuanto a clínica, histopatología y genética con 

respecto a las neoplasias cutáneas (Bastian, B. C., 2014). 

Las neoplasias melanocíticas benignas cutáneas también se llaman naevus, o naevi en 

plural, mientras que las malignas se conocen como melanomas. Si bien algunos 

melanomas pueden desarrollarse a partir de un naevi precursor, la mayoría de ellos no 

muestran una asociación a los mismos (Bastian, B. C., 2014). 

 

1.1.1. TIPOS DE MELANOMA 

Históricamente, el melanoma se ha clasificado en distintos subtipos en base al tejido 

donde se origina el tumor primario (Figura 2). Los principales subtipos son: 

- Melanoma cutáneo: es el más común y aparece en zonas de la piel con presencia 

de pelo (piel no glabra). A su vez, se diferencian dos grupos según aparezca en 

zonas de la piel donde la exposición al sol es prolongada, ocasionando daño solar 

crónico (CSD) o zonas donde la exposición es más intermitente y no se da daño 

solar crónico (no-CSD). 

- Melanoma acral: se origina en piel sin pelo, o glabra, como la palma de las manos, 

la planta de los pies o la base de las uñas. 

- Melanoma de mucosas: es el subtipo más raro y se origina a partir de los 

melanocitos presentes en las mucosas internas. 

- Melanoma uveal: se origina a partir de los melanocitos presentes en el tracto 

uveal de los ojos. 

Las características de estos subtipos han sido muy bien establecidas tanto 

epidemiológica, clínica como histopatológicamente. Así pues, también han sido bien 

caracterizados en cuanto a alteraciones moleculares y genéticas (mutaciones). Las 

mutaciones surgen, en parte, como consecuencia de la radiación UV del sol, siendo la 

más predominante la sustitución de Citosinas por Timinas (Rabbie, R. et al., 2019). 
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Más recientemente, sólo en base a las alteraciones genéticas de diferentes oncogenes 

prevalentes en melanoma, se estableció otra clasificación de cuatro subtipos que son: 

BRAF mutado, NRAS mutado, pérdida de NF-1 y triple wild type (Hayward, NK. et al., 

2017 y Cancer Genome Atlas Network, 2015) (Figura 2). Estos subtipos no tienen 

asociada una histopatología típica ni un tejido de origen, aunque sí se han visto 

importantes tendencias. Por ejemplo, casi todos los melanomas uveales y la mayoría de 

acrales y de mucosa pertenecen al grupo triple wild type (Hayward, NK. et al., 2017) 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Esquema resumen de los diferentes tipos de cáncer de piel y tipos de melanoma en 
función de su clasificación. 

 

EL melanoma cutáneo se puede dividir en dos subtipos basados en el grado de 

exposición de la piel a la radiación UV, CSD y no-CSD (Figura 2). Se diferencian en su 

localización anatómica de origen, la edad, la carga mutacional y el tipo de alteración 

oncogénica (Curtin, J. A. et al., 2005 y Maldonado, J. L. et al., 2003).  

Los melanomas CSD surgen en zonas de la piel que muestran signos macro y 

microscópicos de elastosis solar (degeneración de las fibras elásticas de la dermis), como 

consecuencia de haber recibido radiación UV durante un largo periodo. Así pues, 

aparecen en zonas como la cabeza y el cuello. Además, es frecuente en adultos mayores 

de 55 años y presentan una alta carga mutacional asociada a los oncogenes NF-1, NRAS, 

BRAF (no V600E) o KIT (Bastian, B. C., 2014). 
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Por el contrario, los melanomas no-CSD normalmente aparecen en zonas de la piel 

expuestas al sol de manera intermitente como el tronco o las extremidades. Se da en 

individuos de edad más temprana y no presentan marcas de elastosis solar. Están 

asociados a una carga mutacional más moderada y, predominantemente, se observa la 

mutación del oncogén BRAFV600E, que consiste en la sustitución de una valina por un 

ácido glutámico en la posición 600 de la serina/treonina quinasa BRAF (Bastian, B. C., 

2014). 

 

1.1.2. EPIDEMIOLOGÍA DEL MELANOMA CUTÁNEO 

La incidencia del melanoma a nivel mundial en el año 2020 fue de 3,4 casos por cada 

100 000 habitantes, lo que en total supone casi 350 000 casos. La incidencia más elevada 

se encuentra en Oceanía con 30.1 casos por cada 100 000 habitantes, seguido de 

Norteamérica con 16.1 y Europa con 11,4 casos por cada 100 000 habitantes. En Europa, 

las incidencias más elevadas se encuentran en los países nórdicos (con un máximo de 

29,7 casos de 100 000 habitantes) mientras que en España, ésta es de 6,8 casos por 100 

000 habitantes (WHO 2020, Globocan 2020, IARC 2020). 

 
Figura 3. Gráfico de mortalidad asociada a melanoma en España a lo largo del tiempo (ratio 
ASR mundial por 100 000 habitantes) en ambos sexos. En azul se representa la mortalidad para 
los hombres y en morado para las mujeres. Fuente: WHO, IARC. 
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Pese a suponer el 10% de todas las neoplasias de piel, el melanoma representa el 90% 

de las muertes asociadas a tumores cutáneos (Garbe, C. et al., 2016). En España, la 

mortalidad asociada a este tipo de cáncer ha ido en aumento a lo largo de los años 

siendo más elevada en hombres que en mujeres (Figura 3). No obstante, la incidencia 

es mayor en mujeres (7,6 casos por 100 000 habitantes) que en hombres (6,1 casos por 

100 000 habitantes) (WHO, Globocan 2020). 

 

1.1.3. FACTORES DE RIESGO 

Los distintos tipos de cáncer tienen diferentes factores de riesgo que aumentan la 

predisposición a padecerlos. En el caso del melanoma son los siguientes: 

Exposición a la luz ultravioleta 

La exposición a los rayos ultravioleta (UV) es el factor de riesgo primordial para la 

mayoría de los melanomas. La luz solar es la fuente principal de la radiación ultravioleta 

pero también las lámparas solares y las camas de bronceado favorecen la incidencia de 

melanoma. La luz UV artificial puede jugar un papel importante en el desarrollo del 

melanoma ya que la cantidad de radiación UV-A de una sesión de cama de bronceado 

es significativamente mayor que la recibida en actividades de exterior o incluso en la 

exposición directa al sol. Tal es así, que en un estudio se ha visto que el riesgo de padecer 

melanoma aumenta en un 75% cuando los individuos menores de 35 años han usado 

camas de bronceado (International Agency for Research on Cancer Working Group on 

artificial ultraviolet (UV) light and skin cáncer, 2007). 

El riesgo a padecer melanoma correlaciona directamente tanto con la exposición a 

radiación UV como con las quemaduras solares. Así pues, la exposición solar de la piel 

tiene como consecuencia efectos mutagénicos asociados a exposición UV claramente 

descritos actualmente en melanoma, como por ejemplo las mutaciones en el gen 

supresor tumoral p53 (Ouhtit A. et al., 1998). 
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Lunares 

Un lunar (también conocido como naevus melanocítico o naevi en plural) es una 

proliferación benigna de melanocitos, que tienen una probabilidad muy baja de 

progresar a melanoma (Shain, A. H. y Boris C. Bastian, 2016). La población caucásica 

tiene de media unos 25 naevi en la piel de aproximadamente 2 mm de diámetro (Holly 

E. A. et al., 1987 y English J. S. et al., 1988). Aparecen durante las dos primeras décadas 

de vida y tienden a desaparecer después de la sexta década (Zalaudek I. et al., 2011). 

Aunque un naevus individual no es probable que progrese a melanoma, su alta 

prevalencia les hace contribuidores de una porción considerable de melanomas. De 

hecho, el número total de naevi melanocíticos en el cuerpo de un individuo es un factor 

de riesgo independiente para el desarrollo de melanoma y éste aumenta de forma lineal 

conforme aumenta el número de naevi (Snels DG. et al., 1999).  

Hay lunares atípicos (naevus displásicos) que se parecen ligeramente a los lunares 

normales, pero suelen ser más grandes y presentan una forma o color anormal. Estos 

lunares son un factor de riesgo adicional para el desarrollo del melanoma ya que hay 

estudios que han demostrado que se notifica la presencia de un naevus displásico 

preexistente en hasta un 25% de los pacientes con melanoma (Zalaudek I. et al., 2020). 

Su presencia puede aumentar hasta diez veces el riesgo de padecer melanoma (Gandini 

S. et al., 2005). Los lunares pueden aparecer tanto en la piel expuesta a la luz solar como 

en la piel que por lo general está cubierta.  

Tipo de piel o Fototipos de la piel 

Lo que determina el color de la piel es la densidad, cantidad y distribución de la melanina 

ya que el número de melanocitos es el mismo entre las personas de todas las etnias 

(Zaidi Z., 2017). Así pues, existen diferentes tipos de piel o también denominados 

fototipos de la piel. Estos fototipos fueron clasificados por el dermatólogo Thomas 

Fitzpatrick en 1975 basándose no solo en el color de la piel sino en la capacidad de 

bronceado y en su sensibilidad a las quemaduras solares por la exposición a la radiación 

UV. Los fototipos establecidos por Fitzpatrick son los siguientes (Zaidi Z., 2017): 
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- I: personas con pelo rubio o pelirrojo, ojos claros y piel muy pálida o blanca. Se 

queman con mucha facilidad al exponerse al sol y no se broncean. 

- II: personas con piel pálida o blanca, ojos claros y pelo rubio o pelirrojo. También 

se queman con facilidad pero pueden broncearse muy levemente. 

- III: personas con pelo rubio o castaño claro, ojos verdes o marrones y un tono de 

piel claro pero que puede broncearse y apenas sufren quemaduras solares. 

- IV: personas con pelo castaño oscuro, ojos marrones y piel morena clara. No 

suelen quemarse y se broncean con facilidad. 

- V: personas con la piel moderadamente morena, ojos oscuros y pelo negro. Se 

broncean con muchísima facilidad y es muy raro que se quemen. 

- VI: personas con la piel muy oscura o negra al igual que sus ojos y cabello. Es 

prácticamente imposible que se quemen. 

El riesgo a desarrollar melanoma es más elevado en los fototipos I a III, que son más 

sensibles a la radiación UV, y mucho menos frecuente en los fototipos de pieles más 

oscuras (IV-VI) (Maranda EL. et al., 2016; Gloster HM Jr. et al., 2006). 

Factores genéticos 

El riesgo de padecer melanoma es mucho más elevado cuando se presentan 

antecedentes familiares. Se estima que entre un 5-10% de los melanomas tiene 

procedencia familiar (Rossi M. et al., 2019). Análisis genéticos en pacientes con el 

llamado síndrome de melanoma familiar con lunares atípicos múltiples (FAMMM) han 

identificado que mutaciones en los genes CDKN2A (inhibidor 2A de quinasa dependiente 

de ciclina) y CDK4 (quinasa 4 dependiente de ciclina) están asociadas a melanoma 

familiar. Se ha descrito que el 20-40% de los melanomas familiares están causados por 

mutaciones en CDKN2A suponiendo un 0,2-1% de todos los melanomas (Begg CB. et al., 

2005). Adicionalmente, el melanoma familiar está asociado con la aparición de novo del 

naevus displásico y no de un naevus benigno pre-existente (Duffi K. et al., 2012). 

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la pigmentación de la piel está 

estrechamente relacionada con el riesgo a padecer melanoma. El receptor de 
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melanocortina 1 (MC1R), es un receptor de superficie de los melanocitos que por su 

unión con la hormona estimulante de melanocitos (α-MSH) activa la producción de 

melanina. El receptor MC1R puede presentar polimorfismos que reducen la actividad 

del receptor y son los que dan lugar al pelo rojo o a una piel clara (Naysmith L. et al., 

2004 y Valverde P. et al., 1995), menor pigmentación, tienen mayor sensibilidad a la 

radiación UV y, por lo tanto, riesgo más elevado de padecer melanoma (Frandberg PA. 

et al., 1998).  

Otros factores de riesgo 

Los pacientes que han desarrollado previamente melanoma tienen un riesgo mayor de 

volver a padecer un melanoma secundario, de tal forma que un 2,8% de los pacientes 

padecen melanoma secundario a los 5 años y un 3,6% a los 10 años desde el diagnóstico 

del primer melanoma (Goggins WB. et al., 2003).  

También, se han descrito asociaciones entre melanoma y otras comorbilidades como 

por ejemplo los pacientes inmunodeprimidos que han sido trasplantados de un órgano. 

Estos pacientes presentan un riesgo mayor de padecer melanoma y, además, se observa 

recurrencia en aquellos que tuvieron melanoma primario resecado antes del trasplante. 

Hay estudios que dicen que el riesgo de desarrollar melanoma en los individuos 

trasplantados es más del doble que en la población general (Green AC. et al., 2015). 

Además, aquellos pacientes que presentan otras neoplasias cutáneas como el 

carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas o micosis fungoide, 

tienen un mayor riesgo de desarrollar melanoma y por tanto de morir a consecuencia 

de la enfermedad (Marghoob AA. et al., 1995; Kahn HS. et al., 1998). 

Otro de los factores de riesgo importante en melanoma es la edad. La edad a la que los 

individuos se exponen al sol o sufren quemaduras solares es determinante. El melanoma 

es más probable que se presente en personas de edad avanzada, aunque también afecta 

a personas jóvenes. De hecho, el melanoma es uno de los cánceres más comunes en 

personas menores de 30 años, especialmente mujeres (Mitchell TC. et al., 2020). Los 

niños y adolescentes expuestos al sol de forma intermitente tienen un mayor riesgo 

(Holman CD. et al., 1984). Específicamente, aquellos niños que han experimentado 5 o 
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más episodios de quemaduras severas tienen duplicado el riesgo a desarrollar 

melanoma (White E. et al., 1994).  

 

1.1.4. PROGRESIÓN DEL MELANOMA 

El melanoma puede surgir de novo, es decir, de forma espontánea en la piel o también 

a partir de una lesión precursora pre-existente (naevus común o naevus displásico). Esto 

puede ir en línea con que, junto a ciertas mutaciones, exista un modelo de progresión 

lineal de tal forma que partiendo de un naevus común o displásico se desarrolle un 

melanoma (Shain AH. et al., 2016). Hay estudios que sugieren que sólo el 20-30% de los 

melanomas se desarrollan a partir de una lesión precursora mientras que un 70-80% 

aparecen de forma espontánea o de novo (Cymerman, RM. et al., 2016; Pampena, R. et 

al., 2017 y Martín-Gorgojo, A. et al., 2018). 

El modelo de progresión lineal de melanoma fue descrito por Wallace H. Clark en 1984 

donde estableció las diferentes etapas que transcurren durante la progresión partiendo 

de los melanocitos hasta las células de melanoma (Clark, WH. et al., 1984 y Haenssle 

H.A. et al., 2016) (Figura 4).  

La primera etapa es la formación del naevus, una proliferación y agregación benigna de 

melanocitos en la membrana basal de la epidermis. Suelen ser inducidos por mutaciones 

activadoras en los oncogenes BRAF y NRAS (Miller, A.J. et al., 2006). Algunos de ellos, o 

bien entran en un estado de senescencia o bien pueden mostrar un patrón de 

crecimiento irregular, formando los llamados naevus displásicos (Figura 4), los cuales ya 

se consideran lesiones pre-cancerosas (Clark, WH. et al., 1984). No obstante, éstos 

también pueden surgir como una nueva lesión sin necesidad de existir un precursor 

(Varrone, F. y Caputo, E., 2020). Este estado de progresión está caracterizado por la 

disrupción de la ruta p16INK4-retinoblastoma (Rb), donde CDKN2A (p16INK4) está 

inactivado como consecuencia de ciertas mutaciones (Hassussian, C.J. et al., 1994 y Lee, 

J.H. et al., 1996), lo que provoca que no se bloquee el ciclo celular. 

A partir de este momento, los melanocitos que forman el naevus displásico entran en 

una fase de proliferación continua y descontrolada, la cual da lugar al melanoma in situ, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varrone%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32013263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caputo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32013263
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que ya se considera tumor maligno (Figura 4). A partir de este momento, el melanoma 

puede progresar, en primer lugar, por una fase de crecimiento radial donde prolifera a 

lo largo de la epidermis (Greene, MH, et al., 1984). A esta fase le sigue la denominada 

fase de crecimiento vertical, la cual permite a las células de melanoma proliferar hacia 

capas más profundas y penetrar en la unión epidermis-dermis o incluso en la dermis 

(Figura 4). En este punto, las células de melanoma muestran un fenotipo inmortal 

debido a la activación de la transcriptasa reversa de la telomerasa humana (hTERT) 

(Svirderskaya, E. V. et al., 2003). Durante la fase de crecimiento vertical, también se 

hacen efectoras mutaciones que reprimen la apoptosis lo cual les permite sobrevivir en 

la ausencia de queratinocitos, como la pérdida de PTEN (supresor tumoral) o la sobre-

expresión de varias quinasas (Bennett, D. C., 2003). Una vez que las células de melanoma 

salen del epitelio de la epidermis y llegan al tejido mesenquimal subyacente, como la 

dermis o la submucosa, se considera melanoma invasivo (Shain AH. et al., 2016). En este 

momento, el riesgo que los pacientes con melanoma invasivo tienen de desarrollar 

metástasis y morir correlaciona con la profundidad de invasión en la piel (Balch CM. et 

al., 2009). 

     

Figura 4. Progresión del melanoma desde un naevus benigno hasta el establecimiento del 
melanoma metastásico. A) Imágenes clínicas de un naevus, un naevus displásico, melanoma in 
situ, melanoma invasivo y melanoma metastásico. B) Representación esquemática de las capas 
de la piel y la progresión a melanoma metastásico. (Fuente: A) Adaptada de Shain, A. H. et al., 
2016; B) Adaptada de Miller, A.J. et al., 2006). 
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Finalmente, las células de melanoma en la dermis pueden interactuar con otros tipos 

celulares posibilitando su acceso a los vasos linfáticos y sanguíneos, entrando así en la 

etapa final de la progresión. La etapa final de la progresión es el establecimiento del 

melanoma metastásico donde las células de melanoma salen del tumor primario y 

alcanzan otras localizaciones distales de la piel u otros órganos como el cerebro, el 

hígado o los pulmones donde se pueden desarrollar las metástasis distales responsables 

del 90% de las muertes (Damsky, W. E. et al., 2010 y Miller, A.J. et al., 2006) (Figura 4). 

Como se ha indicado anteriormente, aunque este modelo está establecido de manera 

general para describir la melanomagénesis, hay evidencias de que este proceso no es 

resultado de una progresión lineal de alteraciones en los naevus a través de las 

diferentes fases, si no que el melanoma metastásico puede originarse a partir de cada 

una de las fases sin necesidad de transcurrir por todas ellas (Varrone, F. y Caputo, E., 

2020). 

 

1.1.5. ESTADIAJE Y ESTRATIFICACIÓN DEL MELANOMA CUTÁNEO 

En clínica, con el objetivo de realizar un correcto estadiaje de las neoplasias en los 

pacientes, se utiliza el sistema TNM desarrollado por la AJCC (American Joint Committee 

on Cancer) en 1977, con sucesivas ediciones (AJCC, www.cancerstaging.org). Este 

sistema es de utilidad para el manejo clínico, la decisión terapéutica, la evaluación tras 

el tratamiento o pronóstico y la unificación de criterios para proyectos de investigación 

y transmisión de datos entre centros sanitarios (AJCC, www.cancerstaging.org).  

Así pues, como su nombre indica, se divide en tres clasificaciones determinadas por las 

letras T, N y M. La primera (T) se refiere al tamaño del tumor primario, la N hace 

referencia a la afectación de los ganglios linfáticos y la M a las metástasis establecidas. 

Este sistema se aplica a tumores de cualquier origen anatómico pero en el caso del 

melanoma cutáneo, el estadiaje y la estratificación se realiza como se muestra en la 

Tabla 1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varrone%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32013263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caputo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32013263
http://www.cancerstaging.org/
http://www.cancerstaging.org/


Introducción 
 

  51 

 

Tabla 1. Clasificación TNM para melanoma cutáneo. Fuente: Adaptación de Cañueto, J. y 
Román-Curto, C., 2017 y  AJCC 8ª edición, 2017 (LDH: Lactato Deshidrogenasa). 

 

Una vez determinada la clasificación en cada apartado, se unifica la información para 

determinar un estadio concreto de la enfermedad, de menor a mayor grado de 

progresión (Estadio I - Estadio IV). Esta clasificación se realiza como muestra la siguiente 

Tabla 2: 

 

Tabla 2. Sistema de estadiaje para el melanoma cutáneo. Fuente: Adaptación de Cañueto, J. y  
Román-Curto, C., 2017 y  AJCC 8ª edición, 2017). 
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1.1.6. GENÉTICA DEL MELANOMA CUTÁNEO 

El melanoma cutáneo tiene la mayor carga de mutaciones somáticas comparado con el 

resto de subtipos de melanoma. Además, esas mutaciones tienen una clara procedencia 

de la radiación UV ya que se caracteriza por las transiciones de Citosinas por Timinas, 

como se ha descrito en apartados anteriores (Rabbie, R. et al., 2019). Sin embargo, en 

aproximadamente el 50% de los melanomas cutáneos la radiación UV no parece ser tan 

relevante ya que presentan una mutación concreta en el codón 600 del oncogén BRAF, 

la mutación V600E, descrita anteriormente en el apartado “Tipos de melanoma” (Cancer 

Genome Atlas Network). Las mutaciones en BRAF se dan en etapas tempranas de la 

melanogénesis ya que se observan con la misma frecuencia en naevi que en tumores 

primarios o en melanoma metastásico (Pollok, PM. et al., 2003). Debido a que la mayoría 

de los naevi no son proliferativos y pueden permanecer estáticos durante décadas, estas 

frecuencias tan similares de BRAF mutado sugieren que los naevi tienen que adquirir 

mutaciones adicionales que desencadenen la proliferación y los convierta en malignos 

(Miller, A.J. et al., 2006). Así pues, hay estudios que demuestran que la mutación de 

BRAF junto a la inactivación del supresor tumoral p53 causan la malignidad de los 

melanocitos (Patton, EE. et al., 2005). 

Otro 30% de los melanomas cutáneos presentan mutaciones en la GTPasa NRAS, 

(principalmente en el codón Q61), y muy raramente en KRAS o HRAS; otro 10-15% tienen 

NF-1 mutado y el resto son triple wild type o KIT-mutado (Rabbie, R. et al., 2019). Los 

melanomas que aparecen en la piel expuesta al sol de forma intermitente sin daño solar 

crónico (no-CSD), por lo general presentan la mutación BRAFV600E mientras que los CSD 

engloban a todos los demás con el resto de mutaciones nombradas. Normalmente, los 

tumores con BRAFV600E tienden a tener menos mutaciones somáticas que las observadas 

en los otros, que son posiblemente menos potentes, como la pérdida de NF-1 o la 

activación de NRAS, KIT y BRAF no-V600E (Shain, A. H. y Boris C. Bastian, 2016). 

Adicionalmente, hay otras mutaciones recurrentes en otros genes como CDKN2A, TP53, 

ARID2 y PTEN (Hayward, NK. et al., 2017 y Cancer Genome Atlas Network, 2015). La 

mutación en CDKN2A o PTEN puede ser solo uno de los pasos moleculares de la 

progresión del melanoma pero no está del todo claro en qué momento de la misma 
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ocurren. Los melanomas que presentan la pérdida del gen CDKN2A en la línea germinal 

(en melanoma familiar) sugieren que esta alteración genética incrementa la 

probabilidad de que los naevi displásicos se conviertan en malignos o de que aumente 

el riesgo de desarrollar melanoma sin la existencia de un precursor. 

Por otro lado, más del 50% de los melanomas cutáneos avanzados tienen mutaciones 

en el promotor de TERT (Horn, S. et al., 2013), las cuales se han asociado a un 

acortamiento de los telómeros y a peor supervivencia (Rabbie, R. et al., 2019). 

El factor de transcripción asociado a microftalmia (MITF), es específico de melanocitos 

y se une a diferentes promotores de distintos genes involucrados en la diferenciación 

celular, proliferación, síntesis de melanina, entre otras funciones. En un 10% de 

melanomas primarios y también en melanoma metastásico, MITF se encuentra 

amplificado (Garraway, LA. et al., 2005). Algunos estudios proponen que los melanomas 

cutáneos que expresan MITF están bien diferenciados y tienen una prognosis favorable 

(Jonsson, G. et al., 2010) mientras que otros con poca expresión de MITF presentan un 

fenotipo invasivo y son intrínsecamente resistentes a ciertas terapias (Muller, J. et al., 

2014). Así pues, se ha visto una gran heterogeneidad de la expresión de MITF en tumores 

de melanoma (Wellbrock, C. y Arozarena, I., 2015). Este tema será desarrollado más 

adelante en el capítulo “Plasticidad fenotípica del melanoma cutáneo”. 

 

1.1.7. SEÑALIZACIÓN DEL MELANOMA CUTÁNEO 

Una de las rutas de señalización más relevantes en melanoma cutáneo es la ruta de las 

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases). A través de esta ruta, los estímulos externos 

recibidos por las células se convierten en diferentes respuestas, propias de procesos 

celulares básicos como la expresión génica, proliferación, apoptosis, metabolismo, 

diferenciación, motilidad y supervivencia (Figura 5). Las MAPK se expresan en todas las 

células eucariotas, están evolutivamente muy conservadas y se agrupan en tres familias 

distintas: ERKs, JNKs y p38/SAPKs (Widmann, C. et al., 1999). 

La familia ERKs (Extracellular-signal-Regulated Kinases) se subdivide en dos grupos, las 

clásicas ERKs que consisten principalmente en un dominio quinasa como ERK1 y ERK2; y 
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las ERKs más grandes (como ERK5) que contienen un dominio quinasa con un extremo 

carboxi-terminal mucho más extenso (Zhang, Y. y Dong, C., 2007). Las clásicas ERK1/2 

responden principalmente a factores de crecimiento y mitógenos que promueven por 

medio de la cascada de señalización de las MAPK, proliferación y crecimiento celular 

(McKay, MM., 2007 y Shaul, YD, 2007). 

La ruta de las MAPK se inicia con la activación por la unión de factores de crecimiento o 

diferenciación a receptores de membrana tirosin-quinasa (RTKs) o pequeñas GTPasas 

como Ras. Estos receptores activan mediante fosforilación de manera secuencial a otras 

quinasas de la familia RAF (BRAF o CRAF), que activan a MEK1/2 (Mitogen-Activated 

Protein Kinase Kinases) (Morrison, DK., 2012). MEK1/2 activa mediante fosforilación a 

ERK1/2 que, en el citoplasma, fosforila diversos genes diana como MITF y también es 

capaz de traslocarse al núcleo para activar factores de transcripción que promueven la 

proliferación y la progresión del ciclo celular (Miller, A.J. et al., 2006) (Figura 5). 

 

Figura 5. Esquema de la ruta de las MAPK-ERK. Flechas en negro: comportamiento de la ruta 
en células normales. Flechas en rojo: comportamiento de la ruta en células de melanoma 
BRAFV600E. Fuente: Adaptación de Roider, T. et al., 2018. 

 

En melanoma, la mutación V600E de BRAF encontrada en el 50% de los casos, ocasiona 

una ganancia de función que provoca que la ruta de las MAPK se encuentre 

hiperactivada de manera constitutiva y con independencia de la activación de Ras 

(Shtivelman, E. et al., 2014). Por otro lado, en el 15% de los casos, la ruta también puede 

verse activada por mutaciones somáticas en NRAS. Las mutaciones de BRAF y NRAS son 

exclusivas la una de la otra, es decir, no hay células que presenten ambas quinasas 
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mutadas. De una forma u otra, la hiperactivación constitutiva de la ruta de las MAPK 

estimula el crecimiento de las células de melanoma (Welsh, CF. et al., 2001; Brunet, A. 

et al. 1999 y Lin, AW. et al., 1998) convirtiéndose en la principal ruta de señalización del 

melanoma cutáneo. 

Otra ruta de señalización importante en cáncer es la ruta PI3K/AKT (Figura 6). Esta ruta 

es crítica en la regulación de procesos biológicos esenciales que son cruciales para la 

agresividad y el comportamiento de las células tumorales. 

PI3K es una enzima formada por dos subunidades, una reguladora (p85) y otra catalítica 

(p110), que se activa por la unión de factores de crecimiento a diferentes reguladores 

como los receptores RTKs, RAS, contactos célula-célula, entre otros (Figura 6). PI3K 

activado fosforila las moléculas de fosfatidilinositol en la membrana plasmática a nivel 

del grupo 3’-OH formando fosfatidilinositol-3 fosfato (PIP3). Estos fosfolípidos atraen 

hacia la membrana a proteínas como AKT la cual es fosforilada en dos residuos 

altamente conservados, Thr308 (por PDK1) y en Ser473 (por el complejo mTORC2), lo 

cual activa completamente su función catalítica (Davies, M.A. y Kwong, L.N., 2013). La 

principal diana de AKT es mTOR, que es un regulador central de la ruta PI3K/AKT y del 

cáncer en general (Liu, P. et al., 2009) (Figura 6). mTOR ejerce un papel fundamental en 

la regulación de la proliferación celular controlando la disponibilidad de nutrientes, 

energía celular, niveles de oxígeno y señales mitogénicas (Liu, P. et al., 2009 y Laugier, 

F., et al., 2015).  

Como otras muchas rutas, la señalización de PI3K/AKT tiene reguladores que controlan 

su activación. El principal regulador de PI3K es el supresor tumoral PTEN, que funciona 

como antagonista de la actividad de PI3K por su actividad fosfatasa con la que convierte 

PIP3 en PIP2. La pérdida de PTEN resulta en una activación constitutiva de AKT, lo cual 

está estrechamente relacionado con el desarrollo tumoral (Stahl, J.M. et al., 2003) 

(Figura 6). 
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Figura 6. Esquema de la ruta PI3K/AKT. Fuente: Adaptado de Dantonio, P.M. et al., 2018 

 

En melanoma, la ruta PI3K/AKT es activada de diversas maneras. Las dos más comunes 

son la activación por la mutación de NRAS (15-20%) y la pérdida de expresión de PTEN 

(20-30%) (Hocker, T. y Tsao, H., 2007) (Figura 7). Al igual que las mutaciones de BRAF y 

NRAS, las mutaciones de NRAS y PTEN son mutuamente excluyentes. La pérdida de PTEN 

comúnmente se observa en melanomas con BRAF mutado resultando en una activación 

concurrente de la ruta de MAPK y de la ruta PI3K/AKT (Goel, VK. et al., 2006; Tsao, H. et 

al., 2004 y Tsao, H. et al., 2000) (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema resumen de las rutas MAPK y PI3K/AKT en las células de melanoma. Fuente: 
Adaptado de Dantonio, P.M. et al., 2018 
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Las mutaciones en PI3K se presentan en aproximadamente un 3% de los melanomas 

metastásicos (Hachiya, A. et al., 2001) mientras que AKT se encuentra amplificado en el 

43-60% de los melanomas (no familiares), lo cual se asocia con la progresión de la 

enfermedad, metástasis y el desarrollo de resistencia a las terapias (Madhunapantula, 

S.R.V. et al., 2017 y Kong, Y. et al., 2016).  

 

1.1.8. TRATAMIENTO DEL MELANOMA CUTÁNEO 

Actualmente, las opciones de tratamiento disponibles para el melanoma son cirugía, 

inmunoterapia, terapia dirigida, quimioterapia y radiación (American Cancer Society, 

www.cancer.org). 

Los melanomas en estadios 0, I y II generalmente se tratan por resecación quirúrgica 

realizando una escisión amplia (cirugía para extraer el melanoma y un margen de piel 

normal circundante). Es recomendable realizar una biopsia del ganglio centinela cercano 

para descartar que se haya propagado. Si en la biopsia no hay células tumorales, no es 

necesario realizar ningún tratamiento más, aunque es importante llevar un seguimiento 

riguroso del paciente. Si por el contrario, se encuentran células tumorales en la biopsia 

ganglionar, se extirpan todos los ganglios cercanos a esa área. Si el tumor está ya 

establecido en el ganglio, podría recomendarse la administración de un tratamiento 

adyuvante con terapia dirigida o inmunoterapia (American Cancer Society, 

www.cancer.org). 

Para los melanomas en estadio III, se realiza la escisión amplia y extirpación de los 

ganglios además de suministrar un tratamiento adyuvante (terapia dirigida o 

inmunoterapia), quimioterapia y radioterapia en las zonas donde se extirparon los 

ganglios (American Cancer Society, www.cancer.org). 

Para los pacientes diagnosticados en estadio IV, los tumores en la piel o los ganglios 

pueden ser extirpados con cirugía o tratados con radioterapia. Las metástasis en los 

órganos internos pueden extirparse siempre que sea posible, según el número y la 

localización por cirugía. Aquellas que no sea posible la cirugía, pueden tratarse con 

http://www.cancer.org/
http://www.cancer.org/
http://www.cancer.org/


Introducción 
 

 58 

radiación, inmunoterapia, terapia dirigida o quimioterapia (American Cancer Society, 

www.cancer.org). 

En los últimos años, la inmunoterapia y las terapias dirigidas han demostrado ser los 

tratamientos más eficaces (American Cancer Society, www.cancer.org).  

 

1.1.8.1. Terapias Dirigidas 

Antes del descubrimiento de la mutación activadora en BRAF, el melanoma metastásico 

era considerado uno de los cánceres con peor pronóstico. Los regímenes de 

quimioterapia clásica y la dacarbazina ofrecían pequeñas oportunidades terapéuticas en 

clínica para el manejo de esta variante mortal de cáncer de piel.  

En 2002, en un estudio realizado por el Instituto Sanger, se identificaron mutaciones en 

BRAF en aproximadamente el 60% de los melanomas (Davies, H. et al., 2002). A partir 

de este descubrimiento, se realizó un gran trabajo científico para determinar el rol que 

BRAF y la ruta de las MAPK tenían en la iniciación y progresión del melanoma. 

A día de hoy, se sabe que BRAF está mutado en aproximadamente el 50% de los 

melanomas (Cancer Genome Atlas Network) y, mediante la activación de la ruta de las 

MAPK, es el principal regulador del desarrollo del melanoma. En aproximadamente el 

70-88% de las mutaciones en BRAF es un cambio de Valina a Ácido Glutámico (V600E) 

(Cancer Genome Atlas Network; Long, GV. et al., 2011 y Menzies, AM. et al., 2012) 

aunque también se han descrito otros cambios en la posición 600, mucho menos 

frecuentes, como de valina a lisina (V600K) en un 11-20%, de Valina a Glicina (V600R) en 

el 2-5% y de Valina a Metionina (V600M) en un 1-4% (Cancer Genome Atlas Network; 

Long, GV. et al., 2011 y Lovly, CM. et al., 2012). Además, existen otras mutaciones en 

BRAF que no ocurren en la posición 600 de la Valina, llamadas en inglés non-V600, y que 

se encuentran en aproximadamente el 5% de los melanomas, comúnmente encontradas 

en los codones 466, 469, 597 y 601 (Maldonado, JL. et al., 2003). 

Así pues, tanto por el descubrimiento de la alta prevalencia de las mutaciones en BRAF 

como por la importancia de la ruta de las MAPK en el desarrollo del melanoma, se 

http://www.cancer.org/
http://www.cancer.org/
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desarrollaron las denominadas terapias dirigidas. Estas terapias consisten en inhibir 

químicamente BRAF mutado y MEK, bloqueando así la ruta de las MAPK, la proliferación 

celular y el crecimiento tumoral (Patel H. et al., 2020). 

 

Inhibidores de BRAF (BRAFi) 

El primer fármaco desarrollado para inhibir específicamente a BRAF fue Vemurafenib 

(PLX4032). Vemurafenib es un inhibidor reversible con afinidad específica por el bolsillo 

de unión del ATP del mutante constitutivamente activo de BRAF, BRAFV600E, donde se 

une al sitio activo del dominio quinasa bloqueando la unión del ATP (Bollag, G. et al., 

2010 y Waizenegger, IC. et al., 2016). Los ensayos clínicos realizados con vemurafenib 

(fase III con pacientes con mutaciones V600E, V600K y V600D) resultaron en 13,6 y 6,7 

meses de supervivencia general y de supervivencia libre de progresión, respectivamente 

(Hauschild, A. et al., 2012). Posteriormente, otro inhibidor de BRAF mutado, Dabrafenib 

(GSK2118436), mostró similares efectos clínicos (Banzi, M. et al., 2016). 

La eficacia observada con estos fármacos cambió el tratamiento de los pacientes con 

melanoma. Sin embargo, en seguida se cuestionó su idoneidad a largo plazo debido a la 

aparición de otras afectaciones de la piel como el desarrollo de carcinoma de células 

escamosas, además de otros efectos secundarios variados (Hauschild, A. et al., 2012 y 

Mc Arthur, GA. et al., 2014). 

Además, a pesar de observar buenos resultados en las respuestas iniciales, el problema 

principal de los BRAFi es que al cabo de un año los pacientes ya no responden al 

tratamiento y sufren recaídas (Hauschild, A. et al., 2012 y Long, GV. et al, 2016). 

Adicionalmente, alrededor del 20% de los pacientes con mutaciones activadoras de 

BRAF presentan resistencia intrínseca y no responden a los BRAFi (Sosman, JA. et al., 

2012; Hauschild, A. et al., 2012 y Turajlic, S. et al., 2014). Por ello, tanto la resistencia 

innata a estos fármacos como la adquisición de resistencia, limitan la efectividad clínica 

de esta terapia. 
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Resistencia a inhibidores de BRAF 

Dentro de los mecanismos de resistencia por los cuales las células de melanoma son 

capaces de evadir el efecto antiproliferativo de las terapias con BRAFi, se encuentra la 

reactivación de la ruta de las MAPK. Por otro lado, también se han descrito algunos 

mecanismos capaces de escapar a la citotoxidad ocasionada por BRAFi independientes 

de una reactivación de la ruta de MAPK (Arozarena, I. y Wellbrock, C. 2017) (Figura 8). 

Reactivación de la ruta MAPK 

En un análisis de pacientes con melanoma que han recaído, se encontró que en el 70% 

de los casos, diferentes mecanismos permitían a las células de melanoma bypassear la 

inhibición de BRAF manteniendo la activación de MEK con independencia de BRAF, lo 

que termina finalmente en la activación de ERK (Shi, H. et al., 2014 y Van Allen, EM. et 

al., 2014). 

La sobre-expresión de NRAS así como mutaciones activadoras de NRAS o la pérdida de 

la GTPasa NF1, permiten la activación de MEK con independencia de BRAF (Nazarian, R. 

et al., 2014 y Whittaker, SR. et al., 2013). Además, en los pacientes con recaídas también 

se observó que MEK aumentaba su actividad gracias a la estimulación de diversos 

receptores tirosin-quinasa (RTKs) como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), IGF-

1R (Insulin-like growth factor 1 receptor) o PDGFR (Platelet-derived growth factor 

receptor) (Nazarian, R. et al., 2014; Girotti, MR. et al., 2013 y Villanueva, J. et al., 2010) 

(Figura 8). Con respecto a las quinasas RAF, se ha observado que la sobre-expresión de 

CRAF, amplificaciones del gen BRAF y BRAF truncado (como consecuencia de splicing 

alternativo), permiten mantener la activación de ERK en presencia de los BRAFi 

(Poulikakos, PI. et al., 2011 y Shi, H. et al., 2012) (Figura 8). Por debajo de BRAF, la sobre-

expresión o mutaciones de MEK o de alguno de sus activadores como CRAF, COT, MLK, 

entre otros, también se han descrito como mecanismos reactivadores de la ruta (Figura 

8). 
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Figura 8. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de BRAF. En azul, señalización procedente 
del estroma tumoral para la reactivación de ERK por medio de MEK (naranja) o potenciando la 
señalización de supervivencia celular (verde). Fuente: Adaptado de Arozarena, I. y Wellbrock, C. 
2017. 

 

Mecanismos de resistencia a BRAFi independientes de la reactivación de la ruta de MAPK  

Además de la reactivación de ERK a través de la ruta RAS-CRAF-MEK-ERK, se ha descrito 

la activación paralela de la ruta PI3K/AKT inducida mediante la activación de RAS (Figura 

8). Esto contribuye a limitar la citotoxicidad resultante de la inhibición con BRAFi 

(Villanueva, J. et al., 2010 y Straussman, R. et al., 2012). La activación de la ruta de PI3K 

parece ser un mecanismo de evasión de muerte celular mediante la regulación de la 

expresión de reguladores de apoptosis como BCL2 o BIM (Straussman, R. et al., 2012; 

Paraiso, KH. et al., 2011 y Wilson, TR. et al., 2012). 

Otro regulador de genes de supervivencia antiapoptóticos como BCL2A1 y BCL2 es el 

factor de transcripción MITF, regulador clave del linaje melanocítico y de la biología del 

melanoma (Haq, R. et al., 2013 y Wellbrock, C. y Arozarena, I., 2015). Altos niveles de 

MITF permiten que las células de melanoma evadan la muerte celular por BRAFi 

(también inhibidores de MEK, MEKi) incluso cuando la ruta de las MAPK se encuentra 

completamente bloqueada (Müller, J. et al., 2014 y Smith, MP. et al., 2013). La 

amplificación del gen de MITF se encuentra en un pequeño porcentaje de melanomas 

avanzados (Van Allen, EM. et al., 2014). Además, los niveles de MITF aumentan por el 

tratamiento con los inhibidores de BRAF y MEK por medio de la ruta de las MAPK, 

mediante una reorganización del control de la transcripción de MITF (Smith, MP. et al., 
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2016). Esta reorganización aparece en las fases iniciales del tratamiento del paciente 

con MAPKi ya que el 80% de los melanomas analizados en esta etapa muestran una 

inducción significativa de la expresión de MITF lo que permite a las células de melanoma 

entrar en una fase llamada fase de tolerancia farmacológica (Smith, MP. et al., 2016). 

Otra forma de resistencia está relacionada con el aumento en la señalización de los 

receptores RTK, que se correlaciona con una alta expresión del receptor RTK AXL 

(Müller, J. et al., 2014 y Konieczkowski, DJ. et al., 2014). Pese a no ser frecuente 

encontrar células de melanoma dependientes de RTK antes del tratamiento con BRAFi, 

un ~50% de los melanomas con recidivas presentan una expresión elevada de AXL 

(Triosh, I. et al., 2016). Curiosamente, en las células de melanoma, niveles altos de AXL 

van acompañados de niveles bajos de MITF definiendo así el fenotipo MITFlow/AXLhigh. 

Este fenotipo no sólo proporciona mayor invasividad y resistencia innata frente a los 

BRAFi sino que también confiere un estado más de-diferenciado a las células de 

melanoma (Müller, J. et al., 2014).  

El rol de MITF en la respuesta a los inhibidores de MAPK de las células de melanoma es 

complejo. Por un lado, la presencia de MITF es un marcador de sensibilidad al 

tratamiento con MAPKi pero, cuando su expresión está aumentada, confiere resistencia. 

Por otro lado, niveles bajos de MITF acompañados de altos niveles de AXL, protegen a 

las células de melanoma frente a la citotoxicidad inducida por los BRAFi. En conjunto, 

parece que la capacidad de respuesta que las células de melanoma van a tener a los 

inhibidores de BRAF se encuentra entre dos “estados de MITF” diferentes (Wellbrock, C. 

y Arozarena, I., 2015). 

Resistencia a BRAFi por mecanismos celulares no autónomos  

Los tumores son heterogéneos ya que no sólo están formados por células tumorales 

sino que también incluyen células del estroma que pueden impactar de forma positiva 

o negativa en el crecimiento del tumor, en el potencial metastásico y en la respuesta a 

las terapias (Figura 8). Por ejemplo, los fibroblastos del tumor pueden proteger a las 

células de melanoma de la inhibición de BRAF mediante la secreción paracrina del Factor 

de Crecimiento Hepático (HGF). Así los fibroblastos del estroma pueden restablecer la 

actividad de ERK por medio de CRAF y la estimulación del receptor del factor de 
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crecimiento hepático MET (MET proto-Oncogén, receptor tirosin-quinasa) en las células 

tumorales (Straussman, R. et al., 2012) (Figura 8). Estos fibroblastos también pueden 

proporcionar resistencia mediante la modificación de la matriz extracelular, lo que a su 

vez induce la activación de la quinasa de Adhesión Focal (FAK) mediada por integrinas 

(Hirata, E. et al., 2015). 

Además de fibroblastos, en un tumor también se pueden encontrar macrófagos que, 

secretando el Factor de Necrosis Tumoral (TNF), pueden activar la ruta de NFkB (factor 

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) en las células 

de melanoma, aumentando la expresión de MITF y permitiendo evadir la citotoxicidad 

ocasionada por los BRAFi (Smith, MP. et al., 2014). Además, los macrófagos son también 

capaces de producir VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular), que puede 

reactivar ERK con la presencia de los BRAFi (Wang, T. et al., 2015) (Figura 8). A su vez, 

los macrófagos y fibroblastos pueden actuar de manera conjunta en “nichos 

inflamatorios” donde los macrófagos secretan IL-1 (Interleucina 1), que estimula la 

producción de la citocina GRO (Growth-Regulated Oncogene) por parte los fibroblastos. 

GRO activa la ruta de CXCR2 (Receptor 2 de la quimiocina CXC) en las células de 

melanoma protegiéndolas de las terapias basadas tanto en BRAFi como la combinación 

de inhibidores contra BRAF y MEK (Young, HL. et al., 2017) (Figura 8). 

 

Terapia combinada de Inhibidores de BRAF y MEK 

MEK es el único efector conocido de BRAF y pronto se descubrió que los melanomas con 

mutaciones en BRAF eran significativamente más sensibles a la inhibición de MEK que 

aquellos con mutaciones en NRAS, los cuales presentan una activación de PI3K que 

facilitaba la supervivencia (Haass, NK. et al., 2008 y Solit, DB. et al., 2006). 

Los inhibidores de MEK (MEKi) como Selumetinib (AZD6244), Binimetinib (MEK162) o 

Trametinib han mostrado por sí solos eficacia clínica en pacientes con melanoma BRAF 

mutado (Ascierto, PA. et al., 2013; Catalanotti, F. et al., 2013; Flaherty, KT. et al., 2012; 

Kirkwood, JM. et al., 2012; Patel, SP. et al., 2013 y Robert, C. et al., 2013). Sin embargo, 

esa eficacia era insuficiente lo que ha impedido el uso de MEKi como única terapia. No 



Introducción 
 

 64 

obstante, la combinación de BRAFi y MEKi ha mostrado tener resultados muy 

satisfactorios en pacientes con BRAF mutado, tanto es así, que entre 2014 y 2015 se 

aprobó por la FDA (Administración de Alimentos y Medicamentos) el uso combinatorio 

de Trametinib-Dabrafenib y Cobimetinib-Vemurafenib y, tras proporcionar ambas 

combinaciones beneficios clínicos evidentes (Figura 9), se aprobó como terapia estándar 

para el melanoma avanzado con BRAF mutado (Daud, A. et al., 2017 y Galván-Banqueri, 

M. et al., 2016). En el caso de la combinación Trametinib-Dabrafenib, la supervivencia 

promedio general a los 12 meses fue de un 72% en comparación a la monoterapia con 

vemurafenib, que fue de un 65%. Además, la supervivencia libre de progresión con esta 

combinación fue de 11,4 meses mientras que la terapia sólo con vemurafenib de 7,3 

meses (Robert, C. et al., 2015) (Figura 9). 

 

Figura 9. Resultados de la supervivencia de los pacientes en el ensayo clínico donde estudiaron 
la combinación de Dabrafenib con Trametinib en comparación a Vemurafenib en 
monoterapia. Arriba, Supervivencia promedio y abajo, supervivencia libre de progresión de los 
pacientes tratados con la combinación BRAFi y MEKi (Dabrafenib y Trametinib, respectivamente) 
en azul, en comparación a la monoterapia con BRAFi (Vemurafenib) en naranja. Fuente: 
Adaptado de Robert, C. et al., 2015. 
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Además, la combinación de BRAFi y MEKi proporcionan beneficios clínicos adicionales 

ya que el desarrollo de carcinoma de células escamosas y otras afecciones observadas 

en pacientes tratados con BRAFi disminuye significativamente (Sanlorenzo, M., et al., 

2014), aumentando también así la calidad de vida de los pacientes (Grob, JJ. et al., 2015 

y Schadendorf, D. et al., 2015). 

 

Tolerancia farmacológica y resistencia adquirida 

A pesar de los resultados observados con la terapia dirigida combinada, la mayoría de 

los pacientes sufren recidivas de la enfermedad debido al desarrollo de mecanismos de 

resistencia similares a los comentados anteriormente para BRAFi. La aparición de 

amplificaciones de BRAF, variantes diferentes de BRAF como resultado del splicing 

alternativo y mutaciones en MEK1/2 han sido descritas como mecanismos de resistencia 

cruzada tanto en monoterapia como terapia combinada que implican la reactivación de 

la ruta de MAPK (Villanueva, J. et al., 2013 y Wagle, N. et al., 2014). Así, durante la 

primera fase del tratamiento, la sobre-expresión de MITF, que confiere resistencia a los 

inhibidores de BRAF y MEK se detecta hasta en el 80% de los pacientes en tratamiento 

(Smith, MP. et al., 2016).  

Una visión común de la resistencia adquirida es que inicialmente, la presencia de 

inhibidores de BRAF y MEK induce una reorganización de la ruta de las MAPK 

permitiendo que los tumores desarrollen tolerancia a estos fármacos. Después de esto, 

la capacidad de respuesta del tumor a los inhibidores eventualmente cambia hacia un 

programa de resistencia permanente, mediante la selección de clones mutantes o el 

establecimiento de nuevas mutaciones en respuesta a la presión ejercida por el bloqueo 

de las MAPK (Arozarena, I. y Wellbrock, C., 2017). 

En relación con esto, se ha descrito que en células de melanoma tratadas con la 

combinación de BRAFi/MEKi existe una subpoblación de células que son capaces de 

sobrevivir a este tratamiento, pero pueden recuperar la sensibilidad inicial cuando son 

cultivadas en ausencia de éstos fármacos (Shen, S. et al., 2020). A estas células con 

tolerancia reversible a los MAPKi se les conoce como células “persister”. El estado de 
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tolerancia reversible permite a las células persister sobrevivir a ese impacto inicial de los 

fármacos antes de evolucionar, a causa de la presión farmacológica, hacia el desarrollo 

de mutaciones genéticas que confieren la resistencia adquirida permanente a dichos 

fármacos (Shen, S. et al., 2020). 

Por otro lado, ya se ha descrito que el desarrollo de los tumores depende de rutas de 

señalización oncogénicas que les permiten iniciar y mantener su crecimiento, así como 

para evadir el ataque anti-tumoral por parte del sistema inmunitario. De hecho, hay 

estudios que sugieren que estas rutas de señalización oncogénica pueden alterar dichas 

respuestas anti-tumorales (Spranger, S. et al., 2018). En línea con esto, se ha visto que 

la ruta de las MAPK está implicada en la evasión inmune en tumores de melanoma naive 

para terapias dirigidas (Lui, C. et al., 2013; Koya, RC. et al., 2012 y Ott, PA. et al., 2013). 

Sin embargo, a pesar de presentar la ruta de las MAPK hiperactivada, la mayoría de los 

melanomas que son naive para el tratamiento con MAPKi son respondedores a las 

inmunoterapias (Larkin, J. et al., 2019), sugiriendo que la hiperactivación de la ruta de 

las MAPK no suprime de forma directa la inmunidad anti-tumoral. 

Así pues, se ha visto que cuando los melanomas adquieren resistencia a las terapias 

dirigidas, también lo hacen para las inmunoterapias (Haas, L. et al., 2021). En este 

estudio también se propone que esta “resistencia cruzada” está dirigida por la ruta de 

las MAPK, la cual se encuentra reactivada regulando la resistencia en la mayoría de los 

melanomas con resistencia adquirida. Más en detalle, vieron que la ruta de las MAPK 

reactivada tiene como consecuencia un cambio transcripcional que aumenta la 

expresión de factores de transcripción que activan la señalización de las MAPK, como 

los del complejo AP-1 (Proteína Activadora 1). Además, mediante un estudio de la 

accesibilidad de la cromatina vieron que hay nuevas regiones regulatorias de genes más 

accesibles a los efectores del complejo de factores de transcripción AP-1, efectores en 

la ruta de MAPK. Este cambio transcripcional lleva a la evasión inmune y a una respuesta 

a inmunoterapias completamente alterada en los tumores resistentes a terapias 

dirigidas comparados con tumores naive (Haas, L. et al., 2021). 
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1.1.8.2. Inmunoterapia 

El microambiente tumoral está infiltrado por numerosos tipos de células inmunes tanto 

de la respuesta innata como adaptativa, cuyas funciones se encuentran frecuentemente 

suprimidas por diversos mecanismos (Thorsson, V. et al., 2018 y Binnewies, M. et al., 

2018). Las células tumorales por su parte, disminuyen la actividad de los receptores 

inmunes que estimulan la respuesta inmunitaria mientras que, por otro lado, aumentan 

la actividad de aquellos receptores que inhiben dicha respuesta (He, X. et al., 2020). 

 Estos receptores inhibidores de la respuesta inmune han sido identificados y muy 

estudiados en los últimos tiempos y son, entre otros, los siguientes: PD-1 (receptor de 

muerte celular programada), CTLA-4 (Antígeno-4 asociado a linfocitos T citotóxicos), 

LAG3 (Gen de Activación Linfocitaria 3), TIM3 (Receptor 3 de mucina de 

Inmunoglobulinas de células T), TIGIT (Receptor de inmunoglobulina de célula T y 

dominio ITIM) y BTLA (Atenuador de linfocitos B y T). Estos receptores se han 

denominado puntos de control inmune o también son más conocidos como 

“checkpoints inmunes”. Ya que los checkpoints inmunes son receptores de membrana, 

pueden ser fácilmente bloqueados por anticuerpos que impiden la unión ligando-

receptor, evitando así la supresión de la actividad de los linfocitos T (He, X. et al., 2020). 

 Así pues, en base a este fundamento, se desarrollaron los “inhibidores de checkpoint 

inmunes”. Hasta la fecha, el uso de anticuerpos que bloquean la unión de PD-1 

(localizado en la superficie de los linfocitos) con su ligando, PD-L1 (localizado en la 

membrana de las células tumorales) (Figura 10), ha sido el que mejores resultados ha 

mostrado (Ribas, A. et al., 2018) primero en monoterapia y, posteriormente, en 

combinación con anticuerpos anti-CTLA-4 (Wolchok, JD. et al., 2013) (Figura 11). 
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Figura 10: Representación de la inactivación de las células T mediante la unión de CTLA-4 con 
sus ligandos B7 (izquierda) o la unión de PD1 con PD-L1 (derecha). Fuente: Adaptada de Carlino, 
MS. et al., 2021). 

 

Hasta la fecha, se han aprobado tanto por la FDA (Administración de Alimentos y 

Medicamentos) como por la EMA (Agencia Europea de Medicamentos) seis inhibidores 

de checkpoints inmunes que bloquean la unión PD-1/PD-L1. Tres de ellos son inhibidores 

de PD-1 (nivolumab, pembrolizumab y cemiplimab) y los otros tres son inhibidores de 

PD-L1 (atezolizumab, durvalumab y avelumab) (Chocarro de Erauso, L. et al., 2020). Con 

respecto a los inhibidores de CTLA-4, ipilimumab, fue el primero en ser aprobado por la 

FDA y, actualmente, se usa en combinación con nivolumab para el tratamiento de 

pacientes con melanoma metastásico (Larkin, J. et al., 2019). 

En el ensayo clínico CheckMate 067 fue donde se evaluó la eficacia de la combinación 

de Nivolumab junto a Ipilimumab en comparación a la monoterapia con cada uno de 

ellos, mediante el análisis de la supervivencia general promedio (SGP) de los pacientes 

de melanoma metastásico así como la supervivencia libre de progresión (SLP). Además, 

se incluyeron los resultados asociados a toxicidad y efectos adversos (Wolchok, JD. et 

al., 2022). La supervivencia promedio con el tratamiento en combinación, a los 5 años 

fue del 52% mientras que a los 6,5 años (78 meses) era del 49%. LA SGP fue del 44% y 

43%, respectivamente, para nivolumab como agente único y de 26% y 23% para 

ipilimumab (Figura 11). La SLP, por su parte, resultó en el 34% de los pacientes para el 

tratamiento en combinación a los 6,5 años siendo del 29% y 7% para nivolumab e 

ipilimumab, respectivamente, en monoterapia (Wolchok, JD. et al., 2022) (Figura 11).  



Introducción 
 

  69 

 

Figura 11. Resultados de la supervivencia de los pacientes en el ensayo clínico CheckMate 067 

en fase III donde estudiaron la combinación de Nivolumab e Ipilimumab en comparación a la 

monoterapia de ambos. Arriba, Supervivencia general promedio (SGP) y abajo, supervivencia 

libre de progresión (SLP) de los pacientes tratados con la combinación Nivolumab (anti-PD1) e 

Ipilimumab (anti-CTLA-4) (en rojo) en comparación a la monoterapia con Nivolumab (azul) o 

Ipilimumab (verde). Fuente: Adaptado de Wolchok, JD. et al., 2022. 

 

CTLA-4 por su parte, es otro inhibidor de puntos de control inmune importante en 

melanoma. También se encuentra en la superficie de las células T regulando su 

activación. CTLA-4 compite con CD28, otro receptor de superficie de las células T, para 

interactuar con sus ligandos, CD80 y CD86, conocidos más comúnmente como ligandos 

B7 (Figura 10). Cuando CTLA-4 se une con los ligandos B7, que normalmente se 

encuentran en las células presentadoras de antígenos, se produce una respuesta 

inmunosupresora terminando con la inhibición de la activación de los linfocitos T 
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mediante la endocitosis de CD80 y CD86 (Stamper, CC. et al., 2001 y Qureshi, OS. et al., 

2011). Normalmente, la activación de las células T requiere de una co-estimulación con 

la interacción de CD28 y los ligandos B7, junto a la del TCR (Receptor de células T) con el 

MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad). Sin embargo, CTLA-4 tiene una afinidad 

más elevada por los ligandos B7, lo que le hace ser un buen inhibidor de puntos de 

control inmune (Rowshanravan, B. et al., 2001) (Figura 10). CTLA-4 también se expresa 

en las células tumorales (Chan, DV. et al., 20114) por lo que éstas aprovechan este 

sistema de inmunosupresión para evitar una respuesta inmunitaria sobre ellas. Fue a 

consecuencia de este hallazgo por lo que se desarrolló la terapia anti-CTLA-4. 

Actualmente, hay tres anticuerpos anti-CTLA-4 en fases preclínicas y clínicas para el 

tratamiento del melanoma que son: Tremelimumab, Ipilimumab (Yervoy) y BCD-145. 

Como ya se ha mencionado antes, Ipilimumab ya está aprobado por la FDA para su uso 

en combinación con anticuerpos anti-PD-1 (Nivolumab) (Patel, H. et al., 2020). 

A pesar de la gran eficacia que se ha observado con la inmunoterapia, durante los 

ensayos clínicos (Figura 11), se han visto numerosos casos de toxicidad asociada al 

tratamiento. El 95% de los pacientes con melanoma metastásico, tratados con la 

combinación anti PD-1/PD-L1 y -anti-CTLA-4, presentaron eventos adversos asociados a 

la inmunoterapia, siendo en el 55% de los casos eventos adversos graves (Haanen, J. et 

al., 2017). 

Por otra parte, la secuencia o el orden de tratamiento para los pacientes de melanoma 

con mutación en BRAF con terapia dirigida e inmunoterapia no está bien establecida. 

Empezar con un tratamiento u otro es efectivo independientemente del orden, pero es 

necesario investigar más sobre la respuesta a estas terapias y realizar más ensayos 

clínicos para establecer la secuencia terapéutica más efectiva (Ackerman, A. et al., 2014 

y Johnson, D.B. et al., 2017). No obstante, hay estudios donde se ha observado que 

realizar primero el tratamiento con inmunoterapias (nivilumab + ipilimumab) y después 

con terapia dirigida (Dabrafenib + Trametinib) es más efectivo que el orden inverso. Así 

pues, la supervivencia general promedio a los dos años con la secuencia inmunoterapia-

terapia dirigida fue del 71,8% mientras que la de la secuencia terapia dirigida-

inmunoterapia fue del 51,5% (Atkins, MB. et al., 2023).  
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Por otro lado, hay casos donde la carga tumoral del paciente puede estar 

comprometiendo su supervivencia y se recurre en primer lugar al tratamiento con 

terapias dirigidas debido a que su respuesta inicial es mucho más rápida que la de las 

inmunoterapias (Patel, H. et al., 2020). 

 

Mecanismos de resistencia a inmunoterapias 

El tratamiento con inmunoterapias para el bloqueo de PD1/PD-L1 ha demostrado tener 

respuestas más duraderas y mejor toleradas por los pacientes en comparación a otras 

terapias tradicionales. Sin embargo, aproximadamente el 50% de los pacientes con 

melanoma metastásico no responde al tratamiento (Eggermont, AMM. et al., 2018).  

Esto es debido a que esos pacientes presentan resistencia intrínseca o primaria a la 

terapia. Por otra parte, hay un porcentaje de pacientes que inicialmente responden bien 

al tratamiento, pero terminan progresando debido al desarrollo de mecanismos de 

resistencia adquirida (Pitt, JM. et al., 2016; Restifo, NP. et al., 2016; Sharma, P. et al., 

2017 y O’Donnell, JS. et al., 2019). Por todo ello, la predicción de respuesta a estas 

terapias dependerá por un lado de factores intrínsecos al tumor así como de factores 

extrínsecos asociados al paciente (Chocarro de Erauso, L. et al., 2020). 

Factores intrínsecos del tumor 

Los factores intrínsecos asociados al tumor, que pueden dar lugar tanto a la resistencia 

primaria a inmunoterapias anti-PD1/PD-L1 como a la resistencia adquirida, conforman 

un escenario genético y de señalización que previene la infiltración de células 

inmunitarias en el microambiente tumoral (Escors, D. 2014).  

La resistencia a inmunoterapias frecuentemente se asocia con: 

- Tumores poco antigénicos: la pérdida de antigenicidad es el mecanismo de 

escape más común en muchos tipos de tumores (Escors, D., 2014). Esto 

principalmente está causado por la inmunoedición tumoral, un proceso con el 

que el sistema inmunitario ejerce una fuerte presión selectiva sobre las células 

tumorales más inmunogénicas (Schreiber, RD. et al., 2011). Por ello, el 
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reconocimiento de antígenos específicos del tumor por parte de las células T 

efectoras es crucial para la inmunoedición tumoral (DuPage, M. et al., 2012). De 

esta forma, las células T efectoras eliminarán las células tumorales más 

inmunogénicas controlando así la progresión del tumor durante cierto tiempo 

(Restifo, NP. et al., 2016 y Sharma, P. et al., 2017). Sin embargo, aquéllas células 

tumorales con una menor inmunogenicidad serán capaces de proliferar. Estas 

células se caracterizan por tener una menor expresión de antígenos tumorales 

así como una disminución de la expresión de moléculas involucradas en el 

proceso de presentación de antígenos como MHC-I (Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad de clase I) y beta-microglobulina (β2M) (Gubin, MM. et al., 

2014). En este contexto, las inmunoterapias no funcionarán debido a que no 

habrá una respuesta endógena de las células T contra el tumor (Chocarro de 

Erauso, L. et al., 2020). 

- Sobreexpresión de PD-L1: las células tumorales que aumentan la expresión de 

PD-L1 no solo inactivarán a las células T que expresen PD1 sino que aumentarán 

su resistencia a la apoptosis mediada por el interferón (Gato-Canas, M. et al., 

2017 y Jalali, S. et al., 2019). Además, PD-L1 también puede estimular el 

crecimiento de las células tumorales mediante la activación de la ruta 

AKT/mTOR, autofagia y glucólisis (Chang, CH. et al., 2015; Clark, CA. et al., 2016; 

Gupta, HB. et al. 2016). Adicionalmente, la expresión de PD-L1 en las células 

tumorales es suficiente para la evasión inmune y la inhibición de la citotoxicidad 

de las células T CD8 (Juneja, VR. et al., 2017). En resumen, el aumento de 

expresión de PD-L1 está asociado a progresión tumoral, proliferación, invasión, 

señalización anti-apoptótica e inhibición de las células T mediante la unión 

PD1/PD-L1 (Escors, D. et al., 2018). 

- Carga mutacional del tumor: el nivel de carga mutacional de los tumores puede 

ser un marcador predictivo de la respuesta a inmunoterapias. Así pues, los 

tumores con una carga mutacional elevada, como algunos tipos de melanoma, 

tendrán una mayor expresión de neoantígenos y será más inmunogénico 

(Alexandrov, LB. et al, 2013 y Yuan, J. et al., 2016), lo que se asocia con una mejor 

respuesta a las inmunoterapias (Gubin, MM. et al., 2014). Por el contrario, los 



Introducción 
 

  73 

tumores que presenten una carga mutacional baja, podrán evadir el ataque del 

sistema inmunitario. Asociado a la elevada carga mutacional, es frecuente 

encontrar mutaciones en las rutas de reparación del ADN (Le, DT. et al., 2015) lo 

que provoca una deficiencia en dicho proceso que predice la respuesta al 

bloqueo de PD1 en diversos tipos de cáncer (Le, DT. et al., 2015 y Le, DT. et al., 

2017). 

Factores extrínsecos del tumor 

Es importante destacar que además de las características intrínsecas al tumor, la 

resistencia o la respuesta de los tumores a las inmunoterapias también depende de 

factores extrínsecos asociados al sistema inmunitario. Estos factores consisten en 

células T exhaustas de forma irreversible, sobre-expresión de moléculas checkpoint 

inmunes y sus ligandos, diferenciación y expansión de poblaciones celulares 

inmunosupresoras así como la producción de citoquinas y metabolitos 

inmunosupresores en el microambiente tumoral (Fridman, WH. et al., 2017; Sharma, P. 

et al., 2017 y Fares, CM. et al., 2019). Uno de los biomarcadores pronóstico más 

importante es la cuantificación de infiltración linfocitaria en el microambiente tumoral 

(cuantificación de cada tipo celular, densidad y localización) (O’Donnell, JS. et al., 2019). 

Así, las inmunoterapias serán más efectivas en los pacientes que presenten una 

infiltración linfocitaria tumoral mayor (Taube, JM. et al., 2012 y Bindea, G. et al., 2013). 

Por el contrario, la expansión de poblaciones celulares inmunosupresoras de forma 

sistémica o la infiltración de éstas en el estroma tumoral, contribuye con la resistencia 

extrínseca a estas terapias. Además, la producción de citoquinas inmunosupresoras por 

parte de las células T reguladoras influirá en la respuesta a las inmunoterapias (Viehl, 

CT., et al., 2006; Sakaguchi, S. et al., 2008; Arce, F. et al., 2011). 

 

1.1.9. PLASTICIDAD FENOTÍPICA DEL MELANOMA 

La progresión del melanoma hacia un estado invasivo está unido a alteraciones 

genéticas. Esto sugiere que los cambios en la expresión génica y, por lo tanto, en los 

programas transcripcionales juegan un papel importante en dicha progresión. Análisis 
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de expresión génica realizados en células de melanoma en cultivo han establecido la 

existencia de dos grandes programas transcripcionales. Estos programas se expresan en 

diferentes poblaciones celulares y se definen como “fenotipo proliferativo” y “fenotipo 

invasivo” (Cheli, Y. et al, 2012; Falletta, P. et al., 2017; Ferguson, J. et al., 2017; Kim, I. S. 

et al, 2017 y Landsberg, J. et al, 2012). 

El fenotipo proliferativo se define como una población celular caracterizada por tener 

una alta tasa de proliferación en cultivo y por la expresión de MITF y la de sus genes 

diana, los cuales regulan el ciclo celular y la pigmentación. Por otro lado, el fenotipo 

invasivo se define como una población celular que presenta incrementada su capacidad 

invasiva, vinculada a la expresión de MITF y expresión de marcadores mesenquimales 

(Hoek, KS. et al., 2008). Estos fenotipos no están definidos por alteraciones genéticas 

concretas y los cambios en la actividad transcripcional pueden reprogramar un fenotipo 

u otro. Así pues, los transcriptomas de cada fenotipo están controlados por reguladores 

transcripcionales distintos como MITF y AXL (Hoek, K. S. et al., 2006; Verfaillie, A. et al., 

2015 y Widmer, D. S. et al., 2012). En consecuencia, dependiendo del balance entre la 

expresión y/o la actividad de estos reguladores transcripcionales, las células serán 

capaces de adaptarse, o lo que es lo mismo, tendrán plasticidad fenotípica (Arozarena, 

I y Wellbrock, C., 2019). 

Los cambios transcripcionales se inducen a través de rutas de señalización activadas por 

factores extracelulares por lo que el microambiente tumoral juega un papel muy 

importante en la plasticidad fenotípica de las células. Además, otros tipos de células no 

tumorales presentes en el microambiente tumoral, así como las condiciones 

metabólicas, como el oxígeno o la disponibilidad de nutrientes, pueden modificar los 

fenotipos y dirigirlos de proliferativo a invasivo, y viceversa (Cheli, Y. et al, 2012; 

Ferguson, J. et al., 2017; Kim, I. S. et al, 2017 y Landsberg, J. et al, 2012). Estos efectos 

microambientales pueden explicar la heterogeneidad fenotípica, inter-tumoral e intra-

tumoral, observada frecuentemente en melanoma. De hecho, análisis histológicos de 

biopsias de melanoma revelaron distinta expresión de MITF, marcador principal del 

fenotipo proliferativo; y del receptor AXL, marcador del fenotipo invasivo (Sensi, M. et 

al., 2011) dentro de los mismos tumores. Esta heterogeneidad también puede verse a 

nivel de RNA, donde una población de células proliferativas presenta un programa 
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transcripcional de MITFalto (MITFhigh en adelante) y otra de células invasivas con AXLalto 

(AXLhigh en adelante) (Tirosh, I. et al., 2016). Por ello, estos dos marcadores comúnmente 

se identifican como poblaciones MITFhigh-AXLlow y MITFlow-AXLhigh. 

En general, las “firmas” genéticas de los fenotipos proliferativo e invasivo describen 

parte de los estados en los que se encuentran las células de melanoma durante las 

distintas fases de la progresión del melanoma cutáneo (Verfaillie, A. et al., 2015; Tirosh, 

I. et al., 2016 y Cancer Genome Atlas Network). De esta forma, el fenotipo proliferativo 

sería el responsable del crecimiento inicial del tumor y, un cambio al fenotipo invasivo 

daría la capacidad a las células para invadir y diseminarse (Hoek, KS. et al., 2008). Una 

vez en el lugar donde se ha establecido la metástasis, un nuevo cambio en las células 

hará que recuperen el fenotipo proliferativo para promover de nuevo el crecimiento del 

tumor. Sin embargo, este proceso no parece ser tan simple ya que se observa 

heterogeneidad fenotípica tanto en metástasis individuales (Tirosh, I. et al., 2016) como 

en células circulantes (Khoja, L. et al., 2014 y Yu, M. et al., 2013). Probablemente, en 

esta situación de heterogeneidad puede que influya una comunicación entre las células 

de los distintos fenotipos, lo que puede resultar en acciones cooperativas que 

promueven el proceso metastásico mientras que a la vez mantienen la heterogeneidad 

(Chapman, A. et al., 2014).  

Más recientemente, con los avances en las tecnologías genómicas y los análisis de single-

cell, se ha podido definir mejor la relación entre los fenotipos y sus programas 

transcripcionales tanto en progresión tumoral como en respuesta a terapias dirigidas 

(Rambow, F. et al., 2018 y Tsoi, J. et al., 2018) reforzando la importancia que esto tiene 

en melanoma, especialmente en el campo de las terapias. Así pues, la secuenciación 

masiva de tumores permite diferenciar si domina un fenotipo u otro mientras que los 

análisis de single-cell revelan que ambos fenotipos pueden coexistir en un mismo tumor, 

contribuyendo así a la heterogeneidad intra-tumoral (Tirosh, I. et al., 2016 y Ennen, M. 

et al., 2017). En línea con esto, debido a que las recaídas de los pacientes se deben a 

pequeñas subpoblaciones celulares que presentan tolerancia a los fármacos (MAPKi en 

este caso) o lo que también se conoce como enfermedad mínima residual, Rambow 

analizó (Rambow, F. et al., 2018) mediante Single-Cell RNA seq las células procedentes 

de tumores de melanoma durante las distintas fases de tratamiento con MAPKi. El 
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objetivo de ese estudio fue analizar la diversidad de los estados transcripcionales y la 

transición desde un estado a otro durante la respuesta a los MAPKi. El resultado de este 

análisis fue la caracterización de cuatro subpoblaciones celulares con estados 

transcripcionales distintos: 

- Subpoblación "pigmentada”: las células de esta subpoblación se caracterizan por 

presentar una actividad mediada por MITF muy elevada y expresan marcadores 

génicos de diferenciación y pigmentación, como TRPM1, GPR143 y MLPH. Esta 

subpoblación se encontraba enriquecida en las fases iniciales del tratamiento 

(Rambow, F. et al., 2018). 

- Subpoblación “invasiva”: esta subpoblación celular se asocia con la expresión de 

marcadores asociados con firmas génicas de la transición epitelio-mesénquima 

(EMT), como SLIT2, BGN o TNC. Estas células presentan niveles bajos de MITF y 

sorprendentemente su presencia disminuye progresivamente conforme avanzan 

las fases del tratamiento, lo que indica que la tolerancia farmacológica no está 

dirigida por el cambio del fenotipo proliferativo al invasivo (al menos en el 

modelo de trabajo de este estudio) (Rambow, F. et al., 2018). 

- Subpoblación “NCSC” (Células madre de la cresta neural): estas células se 

caracterizan por una alta expresión de marcadores de células madre de la cresta 

neural, donde se incluyen NGFR, AQP1 o GFRA2. Al igual que la subpoblación 

invasiva, también presentan una actividad mediada por MITF casi indetectable. 

Sin embargo, al contrario que las células de la subpoblación invasiva, la 

subpoblación NCSC presenta altos niveles de expresión y de actividad 

transcripcional del marcador específico de la cresta neural, SOX10. La proporción 

de estas células aumenta conforme avanza la exposición a los fármacos 

(Rambow, F. et al., 2018). 

- Subpoblación “SMC” (Starved-like melanoma cells): se trata de una subpoblación 

celular con una actividad de MITF intermedia y que expresa altos niveles de 

genes como CD36, SLC7A8, SLC12A7 o DLX5. Estas células a su vez expresan un 

set de genes cuya expresión aumenta en las células con baja disponibilidad de 

nutrientes. Esta subpoblación se ve enriquecida principalmente en la fase inicial 
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del tratamiento y en menor grado en la fase de tolerancia. Las células de la 

subpoblación SMC son claramente diferentes a otras que también presentan 

niveles intermedios de MITF, las cuales presentan una firma génica proliferativa 

clásica y se encuentran antes de iniciar el tratamiento y en la fase final donde ya 

se da resistencia a los MAPKi (Rambow, F. et al., 2018). 

MITF parece ser el conductor de la transición hacia el fenotipo invasivo ya que, sólo 

cuando la expresión de este gen es suprimida, las células pueden realizar la transición 

de proliferativas al fenotipo invasivo (Carreira, S. et al., 2006). Aunque el fenotipo 

proliferativo requiere la actividad transcripcional de MITF, su expresión en células 

invasivas no necesariamente induce el cambio a fenotipo proliferativo. Parece que el 

cambio de fenotipo invasivo a proliferativo requiere de cambios adicionales, como 

modificaciones epigenéticas, para que MITF dirija la transcripción de genes encargados 

de la proliferación y la diferenciación (Carreira, S. et al., 2006 y Wellbrock, C. y Marais, 

R., 2005).  

Por otro lado, hay evidencias que sugieren que la plasticidad fenotípica es el centro de 

desarrollo de la resistencia a las terapias, no solo de terapias dirigidas sino que también 

de la inmunoterapia (Rambow, F. et al., 2018 y Hugo, W. et al., 2016) haciendo que sea 

todavía más complejo poder curar el melanoma. 

En cuanto a las terapias dirigidas, está ya establecido que el melanoma se adapta cuando 

es tratado con inhibidores de MAPK. Estudios de células en cultivo in vitro han revelado 

que, durante esta adaptación y a lo largo del tiempo, emergen poblaciones celulares con 

transcriptomas distintos. En las fases iniciales muestran mayor diferenciación 

melanocítica (MITFhigh), seguido de una de-diferenciación y de la aparición de células en 

un estado de “ciclo lento”, que recuerdan a las células de la cresta neural, de donde 

proceden los melanocitos durante el desarrollo embrionario (Fallahi- Sichani, M. et al., 

2017; Shaffer, S. M. et al., 2017 y Su, Y. et al., 2017). En las fases iniciales, hasta el 78% 

de los pacientes tratados con MAPKi presentan un aumento de células MITFhigh 

(Rambow, F. et al., 2018 y Smith, MP. et al., 2016), que pueden dar lugar a un estado de 

tolerancia farmacológica, porque la supervivencia mediada por la señalización de MITF 

puede contrarrestar la muerte celular inducida por los MAPKi (Smith, MP. et al., 2016 y 
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Smith, MP. et al., 2013). En paralelo, aumentan las poblaciones celulares que han 

adquirido el estado de-diferenciado e invasivo y coexisten con las primeras en un mismo 

tumor (Rambow, F. et al., 2018). Este estado de las células correlaciona a su vez con el 

aumento de receptores tirosin-quinasa (RTKs) como NGFR (Rambow, F. et al., 2018), 

PDGFR (Nazarian, R. et al., 2010), EGFR (Sun, C. et al., 2014) y AXL (Tirosh, I. et al., 2016; 

Konieczkowski, DJ. et al., 2014 y Muller, J. et al., 2014), entre otros. Este aumento de los 

RTKs proporciona a las células la supervivencia por medio de rutas de señalización 

independientes a las MAPK, por lo tanto, estas células son resistentes a los MAPKi 

(Konieczkowski, DJ. et al., 2014 y Muller, J. et al., 2014). Esto explica que el 70% de los 

melanomas recurrentes presenten alta expresión del receptor AXL (Boshuizen, J. et al, 

2018), resultando en tumores resistentes con un programa transcripcional regulado por 

AXL (Tirosh, I. et al., 2016). En consonancia con esto, el 50% de los melanomas 

recurrentes tienen la expresión de MITF reducida (Smith, MP. et al., 2016). 

En cuanto a la inmunoterapia, como se ha detallado anteriormente, hay pacientes que 

no responden a la terapia con anticuerpos anti-PD-1 y se consideran tumores resistentes 

(Hugo, W. et al., 2016). Esta resistencia al bloqueo de PD-1 presenta similitudes a la 

resistencia de MAPKi, como por ejemplo la expresión de AXL, entre otros. También, se 

ha descrito que el cambio transcripcional que promueve la resistencia a los anticuerpos 

anti-PD-1 se estabiliza por modificaciones epigenéticas (Verfaillie, A. et al., 2015 y Lauss, 

M. et al., 2015). Las respuestas a la inmunoterapia son más duraderas pero las 

resistencias adquiridas a este tratamiento pueden ser un problema. Las numerosas 

poblaciones celulares y la complejidad de las comunicaciones célula-célula involucradas 

en una respuesta inmune efectiva, hace que sea muy difícil señalar mecanismos únicos 

responsables de la resistencia (Sharma, P. et al., 2017).  

Por otra parte, como se ha indicado al comienzo de este apartado, la presencia de otros 

tipos celulares y otros factores del microambiente tumoral pueden influenciar en la 

disponibilidad de oxígeno y nutrientes. Esto también contribuye a que las células 

adapten su fenotipo a las diferentes condiciones para poder crecer y sobrevivir. Aquellas 

zonas del tumor donde no hay una vascularización funcional, las condiciones para las 

células son de hipoxia y de baja disponibilidad de nutrientes. El ratio de consumo de 

oxígeno, está estrechamente unido a la producción de energía a partir de los nutrientes, 
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por lo que la disponibilidad de éstos resulta crucial para la regulación de los fenotipos 

en las células de melanoma. 

Tanto es así que, cuando la disponibilidad de glucosa es baja, el flujo glucolítico se 

reduce provocando una mayor acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS). 

Esto hace que se induzca el Factor de Transcripción Activador 4 (ATF4) que reprime la 

transcripción de MITF provocando el establecimiento del fenotipo MITFlow-AXLhigh, que 

es ineficiente para la fosforilación oxidativa (OXPHOS) (Ferguson, J. et al., 2017 y 

Vazquez, F., et al., 2013). En general, esto sugiere que la limitación de oxígeno y 

nutrientes conduce a las células a adoptar un fenotipo de “ciclo lento” que es más 

probable que ayude a superar las duras condiciones del microambiente tumoral. 

Además, en el contexto de privación de nutrientes, las células de melanoma expresan 

niveles más elevados del transportador de ácidos grasos, CD36 (Rambow, F. et al., 2018). 

Esto sugiere que en estas condiciones prima la necesidad de aumentar el consumo de 

ácidos grasos. En diversos estudios, se ha visto que CD36 regula la capacidad metastásica 

de varios tipos de cáncer, incluido melanoma (Pascual, G. et al., 2017). De esta manera, 

los ácidos grasos podrían estar “alimentando” la progresión del melanoma pero, hasta 

el momento, se desconoce el papel del metabolismo de los ácidos grasos en células de 

melanoma en estado de “ciclo lento”. 

 

2. METABOLISMO Y MELANOMA 

El melanoma es metabólicamente heterogéneo y es capaz de adaptar su programación 

metabólica con el objetivo de utilizar diferentes fuentes de energía para facilitar su 

progresión y el establecimiento de metástasis. Sin embargo, el metabolismo de un 

tumor es complejo y se dan “fenotipos metabólicos” que reflejan tanto las propiedades 

intrínsecas de las células tumorales como las interacciones entre ellas mismas y el 

microambiente tumoral (Fischer, GM. et al., 2018). 

El metabolismo central del carbono lo conforman principalmente las siguientes rutas 

metabólicas: glucólisis, la ruta de las pentosas fosfato y el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (TCA) o también denominado Ciclo de Krebs (CK) (Pavlova, NN. y 
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Thompson, CB., 2016). En las células sanas, en condiciones normales de oxígeno y 

nutrientes, una molécula de glucosa trascurre por el proceso de glucólisis en el citosol 

para producir piruvato, ATP y NADH (Lehninger, AL. et al., 2013). Posteriormente, ya en 

la matriz mitocondrial, ocurre la descarboxilación del piruvato por medio de la Piruvato 

Deshidrogenasa (PDH) donde se obtiene Acetyl-CoA. Este Acetyl-CoA se introduce en el 

Ciclo de Krebs donde se obtiene NADH y FADH2 cuyos electrones serán utilizados en la 

Cadena Transportadora de Electrones (ETC), que responde transportando protones a 

través de la membrana mitocondrial, para la realización de la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) donde se obtiene ATP. El gradiente electroquímico generado posibilita la 

síntesis de ATP, utilizando oxígeno como último aceptor de electrones y produciendo 

agua (Lodish, HF., 2000). 

 

2.1. GLUCÓLISIS Y CICLO TCA 

Como muchos otros tipos de cáncer, las altas tasas proliferativas de las células de 

melanoma requieren la metabolización de gran cantidad de glucosa. Sin embargo, el 

piruvato obtenido de esta glucólisis no se introduce en la mitocondria sino que se 

produce lactato por medio de la fermentación láctica, aún en presencia de oxígeno. Este 

proceso se denomina glucólisis aerobia, más conocido como el Efecto Warburg, en 

honor a su descubridor Otto Warburg (Warburg, O., 1928 y Scott, DA. et al., 2011). Estas 

altas tasas de consumo de glucosa en células tumorales proliferativas pueden 

suministrar el ATP necesario para la supervivencia y para la síntesis de componentes 

estructurales celulares básicos (Jose, C. et al., 2011). Un estudio reveló que, en 

condiciones de oxígeno óptimas, sólo el 25% del piruvato entraba en la mitocondria de 

las células de melanoma donde pasaba a Acetyl-CoA. Además, el citrato, que es uno de 

los intermediarios del ciclo TCA, era transportado al citosol donde se cataboliza en 

Acetyl-CoA y oxalacetato. Este Acetyl-CoA o bien se dirigía a la síntesis de ácidos grasos, 

que es crítica para la proliferación de las células, o bien se utilizaba para la acetilación 

de histonas en reacciones de regulación epigenética. El oxalacetato a su vez es 

convertido en malato, obteniéndose en esta reacción NADPH, antioxidante necesario 
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para combatir los ROS presentes en las células de melanoma (DeBerardinis, RJ, y 

Chandel, NS. 2016 y Ratnikov, BI. et al., 2017) (Figura 12). 

Por otra parte, la glucólisis también es precedente de la ruta de las pentosas fosfato en 

las células de melanoma. A partir de esta ruta se forman las pentosas que serán 

utilizadas para la síntesis de nucleótidos y NADPH (Lehninger, AL. et al., 2013) (Figura 

12). 

Esta reprogramación metabólica ocurre como consecuencia de las mutaciones en los 

oncogenes y las alteraciones presentes en las rutas de señalización. Así pues, el efecto 

Warburg en el melanoma está dirigido por la activación de rutas de señalización 

intrínsecas, concretamente por la ruta de las MAPK. La activación de la ruta de las MAPK 

aumenta la transcripción del Factor Inducible por Hipoxia 1α (HIF1α) y de MYC (Oncogén 

viral homólogo de mielocitomatosis aviar) (Kumar, SM. et al., 2007 y Parmenter, TJ. et 

al., 2014). Además, la ruta de las MAPKs induce la forma activa de HIF1α por su unión 

con HIF1β, promoviendo así la glucólisis. HIF1α activa una enzima inhibidora de PDH 

evitando que el piruvato se introduzca en el ciclo TCA para ser usado en OXPHOS (Kim, 

JW. et al., 2006). La ruta de las MAPK también promueve el efecto Warburg por medio 

de la inhibición de MITF, regulador y promotor de OXPHOS en las células tumorales (Haq, 

R. et al., 2013). En definitiva, la ruta de las MAPK, en las células de melanoma, promueve 

la glucólisis y reduce OXPHOS. 

Por otro lado, la ruta PI3K-AKT también promueve el metabolismo de la glucosa en las 

células de melanoma ya que la fosforilación de AKT dirige la señalización mediada por 

mTOR, el cual promueve la transcripción y actividad de HIF1α (Hudson, CC. et al., 2002 

y Land, SC. y Tee, AR., 2007). 
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Figura 12. Representación del metabolismo en una célula tumoral. Fuente: Adaptado de 
Carracedo, A. et al., 2011. 

 

Del piruvato obtenido como producto final de la glucólisis, y con el objetivo de mantener 

los niveles de NAD+, se obtiene lactato que es secretado al microambiente tumoral por 

MCT4 (Transportador monocarboxilado 4) (Dimmer, KS. et al., 2000) (Figura 12). A su 

vez, HIF1α y MYC inducen la expresión de MCT4 para promover la secreción de lactato 

que, mediante la reducción del pH, altera drásticamente el microambiente tumoral 

facilitando la angiogénesis, promoviendo metástasis y suprimiendo el sistema inmune 

(Romero-Garcia, S. et al., 2016) (Figura 12). 

Como se ha indicado antes, la proporción de glucosa oxidada, es decir, el piruvato que 

entra en el ciclo TCA es reducido. En este caso, para compensar los niveles de NADPH 

obtenidos en el ciclo TCA, la glutamina pasa a ser clave. Para ello, ésta se transforma en 

glutamato el cual entra al ciclo TCA como α-ketoglutarato (Carracedo, A. et al., 2013). 

En la mayoría de las situaciones, el potencial de las células tumorales para crecer y 

sobrevivir estará limitado por los niveles de NADPH citosólico. Por ello, la 

reprogramación metabólica tiene que abastecer eficientemente las cantidades 

necesarias de NADP reducido. El NADPH tiene dos funciones principales. Por un lado, 
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proporciona poder redox para contrarrestar el estrés oxidativo, que es crucial para la 

supervivencia de todas las células tumorales en condiciones de estrés metabólico. Y por 

otro lado, es co-enzima de enzimas anabólicas por lo que es clave en la síntesis de 

compuestos estructurales para la célula, sustentando así el crecimiento y la 

proliferación. 

 

2.2. METABOLISMO DE ÁCIDOS GRASOS 

Además de la glucosa y la glutamina, los ácidos grasos (FAs, del inglés “fatty acids”) son 

una fuente de energía muy relevante para las células tumorales. Los FAs pueden ser 

incorporados del medio extracelular o pueden ser obtenidos por la hidrólisis de 

triglicéridos, acumulados en gotas lipídicas en el citoplasma celular (Carracedo, A. et al., 

2013) (Figura 12). La síntesis de FAs de novo se requiere para la síntesis de membrana 

y, por consiguiente, para la proliferación y el crecimiento celular. La síntesis de FAs es 

un proceso anabólico que comienza con la conversión de Acetyl-CoA en malonil-CoA por 

la enzima Acetyl-CoA carboxilasa. El malonil-CoA es el principal precursor de los FAs que 

son elongados por la Ácido Graso Sintasa, FASN. Posteriormente, elongasas y 

desaturasas realizan modificaciones adicionales a los FAs (Lehninger, AL. et al., 2013).  

Por otro lado, el catabolismo de FAs es realizado por un proceso llamado β-Oxidación u 

oxidación de ácidos grasos (FAO, del inglés). Los FAs proporcionan el doble de ATP que 

los carbohidratos y seis veces más cuando se comparan ácidos grasos almacenados con 

respecto a glucógeno, que sería la reserva equivalente de carbohidratos.  A su vez, los 

FAs son el nutriente que preferentemente se usa para almacenaje, en forma de 

triglicéridos o tejido adiposo, en condiciones de abundancia de nutrientes (Carracedo, 

A. et al., 2013) 

El proceso de β-Oxidación, o FAO en adelante, ocurre en la matriz mitocondrial y está 

compuesto por series cíclicas de cuatro reacciones de tal manera que por cada ciclo se 

da un acortamiento de dos carbonos de los FAs, correspondientes a una molécula de 

Acetyl-CoA, NADH y FADH2 (Figura 13). El último ciclo será cuando el ácido graso lo 

formen cuatro carbonos de los cuales se obtendrán dos moléculas de Acetyl-CoA. El 
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NADH y FADH2 generado serán utilizados en la ETC para la producción de ATP 

(Carracedo, A. et al., 2013). 

 

Figura 13. Transporte y metabolismo de los ácidos grasos en la célula. A la izquierda, 
representación del transporte de los ácidos grasos (FAs) a la matriz mitocondrial mediante los 
transportadores CPT1/2 y su metabolismo mediante beta oxidación (FAO), detallada a la 
izquierda. El Acetyl-CoA generado de la FAO va al ciclo TCA y el citrato obtenido pasa a NADPH 
en el citoplasma. Fuente: Adaptación de Corn, KC. et al., 2020 y Houten, SM. et al., 2016). 

 

El Acetyl-CoA generado en la FAO entra en el ciclo TCA, y junto al oxalacetato, generan 

citrato que es exportado al citoplasma (Figura 13). Una vez allí, puede transcurrir por 

dos reacciones enzimáticas que generarán NADPH. Este NADPH citosólico procedente 

de la FAO es crucial para que las células tumorales contrarresten el estrés oxidativo 

(Chiarugi, A. et al., 2012 y Carracedo, A. et al., 2013) (Figura 13). 

Cuando las células tumorales se encuentran bajo estrés metabólico, la FAO les sirve 

como sustento para mantener los niveles de ATP y NADPH (Schafer, ZT. et al., 2009, 

Zaugg, K. et al., 2011 y Jeon, SM. et al., 2012). Se ha visto que la disponibilidad de NADPH 

es controlada por la ruta de AMPK (proteína quinasa activada por AMP) de tal manera 

que mantiene el equilibrio entre el consumo de NADPH por la síntesis de FAs y la 

producción de ésta por la oxidación de FAs. AMPK promueve la FAO a través de la 

inhibición de Acetyl-CoA carboxilasa (enzima de la síntesis de FAs) (Mihaylova, MM. y 

Shaw, RJ., 2011) y potencialmente a través de la regulación de la señalización de PPAR 

(Receptores activados por proliferadores peroxisomales) (Diradourian, C. et al., 2005). 
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Aunque la ruta de AMPK se cree que es supresora tumoral, su actividad es esencial para 

que las células tumorales detecten ambientes estresantes y para responder a ellos 

activando el metabolismo catabólico que aumentará las reservas de ATP y NADPH 

(Carracedo, A. et al., 2013). 

Aunque se llegó a establecer que la FAO y la FAS son incompatibles, es decir, no pueden 

producirse a la vez en una misma célula, actualmente se está unificando la idea de que 

la FAO es una ruta esencial para las células tumorales y que la síntesis de FAs (FAS) a su 

vez es esencial para crecer y proliferar. Esto está determinado por la Acetyl-CoA 

carboxilasa que, en función de los niveles de Acetyl-CoA o malonil-CoA promueve la 

activación de una ruta o de la otra. Sin embargo, la FAO contribuye a la acumulación de 

Acetyl-CoA en el citoplasma que es necesario para iniciar la FAS, por lo que FAS y FAO 

podrían estar dándose soporte la una de la otra (Caro, P. et al., 2012). 

Hay datos que sugieren que las células de-diferenciadas tienen mayor requerimiento 

por la FAO (Carracedo, A. et al., 2013), lo cual resulta interesante en el contexto del 

fenotipo invasivo observado en melanoma. Esto puede ser plausible ya que estas células 

quiescentes o de-diferenciadas tienen tasas proliferativas menores por lo que requieren 

una menor síntesis de membrana. Así pues, esto estaría indicando que estas células 

encuentran un beneficio crucial para su supervivencia en la FAO. A su vez, esta 

dependencia a la FAO resulta interesante ya que puede hacerles vulnerables bajo una 

alternativa terapéutica con la FAO como diana. 

Así pues, hay dos enzimas que pueden ser claves como dianas terapéuticas. Una es CPT1 

(Carnitina Palmitoiltransferasa 1), limitante para realizar la FAO ya que es la encargada 

de internalizar los FAs a la matriz mitoncondrial. Los inhibidores de CPT1 como Etomoxir, 

inhibidor de la isoforma CPT1A (Lopaschuk, GD. et al., 1989), que en pacientes ha 

resultado en hepatotoxicidad (Holubarsch, CJ. et al., 2007), tiene prometedores efectos 

anti-tumorales en ratones (Samudio, I. et al., 2010). En un estudio se observó que inhibir 

la FAO con Etomoxir en combinación con un inhibidor de glucolisis (DCA, dicloroacetato) 

en ratones bajo el tratamiento con MAPKi, reducía significativamente el crecimiento de 

los tumores de células de melanoma con BRAFV600E (Aloia, A. et al., 2019). Por otro lado, 

se ha visto que, en determinados tipos de cáncer, la FAO es un requerimiento para 
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mantener la producción de ATP en condiciones de estrés metabólico. Así pues, Zaugg, 

K. et al. identificaron una isoforma atípica de CPT1, CPT1C, como potencial oncogén 

(Zaugg, K. et al., 2011). CPT1 se encarga de conjugar los FAs con carnitina para que 

puedan ser traslocados al interior de la mitocondria para la FAO. La isoforma CPT1C se 

expresa normalmente en tejido cerebral, sin embargo, estos autores encontraron que 

se expresaba en células tumorales promoviendo la FAO, la producción de ATP y el 

crecimiento tumoral, posibilitando así la recuperación de las células ante el estrés 

metabólico. 

La otra enzima interesante como diana es 3-ketoaciltiolasa, que cataliza la última 

reacción de cada ciclo de la FAO. En este caso, aunque no está claramente demostrado, 

estaría el inhibidor Ranolazina, que está a día de hoy aprobado por la FDA para el 

tratamiento de la angina de pecho crónica (Nash, DT. Y Nash, SD., 2008). 

Por otro lado, además de la beta oxidación mitocondrial, la FAO también puede tener 

lugar en el peroxisoma. Aunque ambos orgánulos pueden dar lugar a la β-oxidación de 

ácidos grasos, tienen características distintas. En primer lugar, como se ha indicado 

anteriormente, el transporte de los ácidos grasos por la membrana mitocondrial 

requiere de un sistema de intercambio con carnitina mediante los transportadores de 

membrana CPT1 y CPT2 (Carnitina palmitoiltransferasas 1 y 2, respectivamente). 

CPT1A/B están localizados en la membrana externa mitocondrial y son el factor limitante 

para la β-oxidación mitocondrial. Sin embargo, para internalizar los FAs en el 

peroxisoma, se requiere de transportadores dependientes de ATP, ABCDs 

(Transportador de casete de unión a ATP, clase D). En segundo lugar, en el primer paso 

de la FAO mitocondrial está involucrada la flavoenzima Acil-CoA Dehidrogenasa (ACADs) 

mientras que en el peroxisoma es la flavoenzima ACOXs (acil-coenzima A oxidasa), la 

cual es el factor limitante de la FAO del peroxisoma. Esta FAO peroxisomal puede ser 

inhibida por un fármaco llamado Thioridazina (THIO) (Shen, S. et al., 2020). En un estudio 

reciente, se ha visto que el uso de la FAO del peroxisoma mediada por ACOX1 por parte 

de células persister de melanoma con BRAF mutado se asocia con peores respuestas a 

BRAFi/MEKi, posiblemente por la activación de PPAR alfa (Shen, S. et al., 2020). Además, 

combinando thioridazina con los BRAFi/MEKi se redujo la aparición de resistencia (Shen, 

S. et al., 2020). 
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En resumen, el estudio de la FAO en el contexto del metabolismo del cáncer puede 

ofrecer nuevas y prometedoras oportunidades terapéuticas, junto a una mayor 

comprensión del metabolismo de las células tumorales. 
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Dado que la reprogramación metabólica en las células tumorales parece tener un papel 

importante en cuanto a la respuesta a las terapias, el objetivo general que se plantea 

para esta tesis es estudiar en detalle la biología de las células de melanoma, 

enfocándonos en la reprogramación metabólica hacia el metabolismo de los ácidos 

grasos y su papel en la respuesta a terapias dirigidas. 

Para llevar a cabo este objetivo general, se determinan los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Establecer un modelo in vitro de resistencia adquirida a inhibidores de BRAFi en 

células de melanoma con la mutación BRAFV600E que permita estudiar el efecto 

del BRAFi en la reprogramación metabólica. 

2. Analizar si la oxidación de ácidos grasos (FAO) es relevante durante el desarrollo 

y establecimiento de la resistencia adquirida a BRAFi. 

3. Estudiar la relevancia de la FAO en tumores de melanoma mediante ensayos in 

vivo y comprobar si mejora la respuesta a los BRAFi en combinación con el 

inhibidor de FAO Ranolazina. 

4.  Estudiar en detalle el transcriptoma de las células con resistencia adquirida a 

BRAFi tratadas con y sin Ranolazina mediante Single-Cell RNAseq. 

5. Validar los resultados obtenidos en el estudio Single-Cell RNAseq mediante 

ensayos in vitro e in vivo. 
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1. CULTIVO CELULAR 

1.1. LINEAS CELULARES 

Las líneas celulares de melanoma humano A375 y WM9 y de melanoma murino 

YUMM1.7 fueron obtenidas de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC). La línea 

celular de melanoma humano 501mel fue cedida por Steven Rosenberg (NCI, Bethesda, 

MD, USA) y la de melanoma murino 5555 fue cedida por Richard Marais (Universidad de 

Manchester, UK). Las líneas celulares murinas 5555 y YUMM1.7 se establecieron de 

ratones macho mientras que la línea FCT1 fue establecida a partir de tumores de ratones 

hembra con el perfil TyrCreERT2/BRAFCA/Ptenfl/+ condicionado por tratamiento con 

tamoxifeno. Las líneas humanas A375 y 501mel proceden de pacientes femeninas 

mientras las WM9 de un paciente masculino. Todas las líneas celulares fueron 

caracterizadas por última vez en 2021. Las células fueron expandidas lo suficiente como 

para generar un lote de viales criopreservados en nitrógeno líquido antes del comienzo 

del estudio.  

Las líneas celulares mencionadas se cultivaron en medio DMEM-GlutaMAX (Medio de 

cultivo Eagle modificado por Dulbeco, Gibco, 1965026) suplementado con 10% de suero 

bovino fetal (SBF) (Gibco, 10500064) y penicilina-estreptomicina 10000 U/mL (Gibco, 

15140122). Estas células adherentes fueron subcultivadas cada 2-3 días mediante 

tratamiento con tripsina/EDTA (Gibco, 25200056). 

Todas las líneas celulares se mantuvieron en condiciones de cultivo estándar a 37°C de 

temperatura, 95% de humedad, 21% de O2 y 5% de presión de CO2. Todos los 

procedimientos se realizaron en campanas de flujo laminar de seguridad Clase II (nivel 

de seguridad biológica 2; Class II Biohazard Safety Cabinet, ESCO). 
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1.2. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS CONVENCIONAL 

Para la realización de los ensayos de proliferación se sembraron 5000 células en 2 mL de 

medio de cultivo por pocillo en placas de 6 pocillos (Sarstedt, 833920005). Las células 

fueron separadas mediante tripsina (Gibco, 25200056) y se determinó la cantidad de 

células en una cámara de Neubauer (0,01 mm, Paul Marienfeld). Transcurridas 24 horas 

de la siembra, se modificaron las condiciones del medio de cultivo y/o se añadieron los 

fármacos en estudio (Tabla 3). Tras varios días de cultivo, según la duración del ensayo 

y en base a la confluencia del pocillo control, las células, lavadas previamente con PBS 

1X, fueron fijadas y teñidas con 1 mL de una solución de formalina al 4% y Cristal Violeta 

(CV) (sigma, 61135) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Tras realizar 3 lavados con agua de grifo por inmersión y su posterior secado, las células 

fijadas y teñidas fueron disueltas con 2-3 mL de una solución en agua destilada de 25mM 

Tris-HCl pH 7,4 y 1%SDS durante 1 hora a 37°C de temperatura. Tras la incubación, por 

medio del lector multimodal Synergy H1 (BioTek, SN: 160408C) se determinó el valor de 

absorbancia a una longitud de onda de 590 nm en cada pocillo, que es proporcional a la 

cantidad de CV de cada pocillo y, por consiguiente, a la cantidad de células. Todos los 

ensayos de formación de colonias se realizaron en triplicado. 

Fármaco 
Abreviat

ura 
Vehículo Función Referencia 

Vemurafenib 
VEM o 

BRAFi 
DMSO Inhibidor de BRAFV600E 

MedChemExpress 

HY-12057 

Etomoxir ETO DMSO Inhibidor de CPT1 
MedChemExpress 

HY-50202A 

Ranolazina RANO DMSO Inhibidor de FAO mitocondrial 
MedChemExpress 

HY-17401 

Thioridazina THIO AGUA Inhibidor de FAO en peroxisoma 
Sigma-Aldrich 

T9025 

S-Adenosinmetionina SAM DMSO Agente metilador 
Selleckchem 

S5109 

GSK3326595 PRMT5i DMSO Inhibidor de PRMT5 
Selleckchem 

S8664 

Trametinib 
TRAM o 

MEKi 
DMSO Inhibidor de MEK 

Selleckchem 

S2673 

Tabla 3. Fármacos y reactivos utilizados en los ensayos de formación de colonias. 
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1.3. ENSAYO DE FORMACION DE COLONIAS CON RESISTENCIA ADQUIRIDA A 

MAPKi 

Los ensayos de resistencia adquirida se realizaron mediante un protocolo de formación 

de colonias diseñado específicamente para el establecimiento de colonias resistentes a 

MAPKi: a BRAFi (Vemurafenib) por un lado, y a la combinación de BRAFi y MEKi 

(Vemurafenib y Trametinib, respectivamente), por otro.  

Las células de melanoma fueron sembradas en placas de 6 pocillos en una proporción 

de 25000 células/pocillo. Transcurridas 24 horas, se trataron con una dosis elevada (5 

μM) de Vemurafenib durante 7 días. Posteriormente, se redujo la dosis a 0.5 μM), 

refrescando el medio de cultivo y el fármaco a la dosis mencionada cada 7 días durante 

4 semanas más aproximadamente, hasta el momento en el que las colonias fueron 

alcanzando la confluencia del pocillo. En paralelo, se añadieron los inhibidores de la 

oxidación de ácidos grasos Ranolazina, Etomoxir o Thioridazina y su correspondiente 

vehículo una vez por semana (Tabla 4). Para el análisis de la proliferación celular, las 

células fueron fijadas y teñidas con cristal violeta y posteriormente cuantificadas tal y 

como se describe en el apartado anterior “Ensayo de Formación de Colonias 

Convencional”. Además, para realizar el resto de análisis, las células de cada una de las 

condiciones de tratamiento fueron expandidas en cultivo, manteniendo la presencia de 

los MAPKi en el medio de cultivo. Así pues, se obtuvieron las dos poblaciones celulares 

principales de este estudio llamadas A375VR, células A375 con la resistencia adquirida 

a Vemurafenib completamente establecida, y A375 VR_RANO, células A375 igualmente 

resistentes a vemurafenib pero tratadas en combinación con Ranolazina durante el 

proceso de adquisición de resistencia.  

En la Tabla 4 se indican las condiciones de tratamiento tanto para el ensayo de 

resistencia adquirida a BRAFi y MEKi en A375 como para el resto de líneas celulares 

donde también se ha realizado. Todos los ensayos de formación de colonias de 

resistencia adquirida a MAPKi se realizaron en triplicado. 
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Línea 

Celular 
MAPKi Dosis Inicial (P) Dosis Final (S2-S4) FAOi Dosis FAOi 

A375 VEM 5 μM 0.5 μM RANO 100 μM 

A375 VEM 5 μM 0.5 μM ETO 100 μM 

A375 VEM 5 μM 0.5 μM THIO 2 μM 

A375 VEM+TRAM VEM 5 μM TRAM 10 nM VEM 0,5 μM TRAM 1 nM RAN 100 μM 

501mel VEM 10 μM 1 μM RANO 50 y 100 μM 

5555 VEM 10 μM 1 μM RANO 50 y 100 μM 

YUMM1.7 VEM 10 μM 1 μM RANO 50 y 100 μM 

FCT1 VEM 5 μM 0.5 μM RANO 50 μM 

Tabla 4. Dosis utilizadas en los ensayos de resistencia adquirida para los fármacos y líneas 
celulares indicados. 

 

2. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA 

2.1. EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL 

Con el objetivo de estudiar la expresión de los diferentes genes de interés en las líneas 

celulares o en los tejidos mediante PCR a tiempo real, se purificó el ARN de las células, 

a parrtir del cual se sintetizó ADN complementario (ADNc) mediante la reacción de 

retrotranscripción (RT). 

Para el aislamiento del ARN se lisaron las células con 750 µL de una solución monofásica 

de tiocianato de guanidina y fenol, Trizol® (sigma, 93289) durante 5 minutos a 

temperatura ambiente mediante pipeteo vigoroso. Posteriormente, se añadieron 200 

µL de cloroformo (Merck, 1.02445), se mezcló mediante inversión y se dejó actuar 10 

minutos a temperatura ambiente. A continuación, se centrifugaron las muestras a 12000 

x g a 4°C durante 10 minutos obteniéndose tres fases bien definidas: una fase acuosa 

superior donde se encuentra el ARN, una interfase en la que se localiza el ADN y una 

fase inferior orgánica que contenía los restos de Trizol, lípidos, solventes orgánicos y las 

proteínas desnaturalizadas. Esta separación de fases permite transferir aquella donde 

se encuentra el ARN (fase acuosa superior) a nuevos tubos tratados con 

dietilpirocarbonato (DEPC) (Sarstedt, 72706200), descartando el resto de fases. A 

continuación, para precipitar los ácidos nucleicos, se añadieron 500 µL de isopropanol 

(Merk, 1.09634.1000) y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la 

incubación, se centrifugó a 12000 x g a 4°C durante 10 minutos y, descartando el 
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sobrenadante obtenido, se añadió 1 mL de etanol al 75% continuando con otra 

centrifugación a 12000 x g a 4°C durante 5 minutos para lavar el precipitado. Por último, 

se descartó el sobrenadante minuciosamente, se dejó secar el pellet durante 10 minutos 

a temperatura ambiente y se resuspendió en agua libre de nucleasas (Invitrogen, 

10977035). 

Posteriormente, para la eliminación de posibles restos de ADN genómico, a cada 

muestra se le añadió 5 µL de tampón de reacción de ADNasa-I y 1 µL de enzima ADNasa-

I (Invitrogen, 18068015) y se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente. De 

esta manera, se digirió cualquier resto de ADN mono o bicatenario que haya podido 

quedar en las muestras tras la purificación de ARN. Tras la incubación, se añadieron 5 µL 

de una solución de EDTA 25mM disuelto en agua libre de nucleasas y se incubó durante 

10 minutos a 65°C para detener la reacción enzimática. Transcurrido este tiempo, se 

atemperaron las muestras en hielo y se procedió a determinar la concentración y pureza 

del ARN aislado mediante la cuantificación de la absorbancia a 260 y 280 nm en un 

espectrofotómetro Nanodrop-1000 (Thermo Scientific, SN: H504). 

En el caso del aislamiento de RNA procedente de tumores, el protocolo fue exactamente 

el mismo que para las líneas celulares solo que se partió de un pequeño fragmento de 

tumor previamente congelado. Posteriormente, el tejido tumoral fue homogeneizado 

en Trizol® con la ayuda de un rotor Pellet Pestle Cordless Motor (Kontes) y, una vez 

disgregado de forma homogénea, se procedió con el procedimiento detallado 

anteriormente. 

 

2.2. RETROTRANSCRIPCIÓN (RT) 

La retrotranscripción o transcripción reversa se realizó en un termociclador (Bio-Rad) 

donde, partiendo del ARN obtenido de la purificación, se obtiene ADN complementario 

de cadena simple (ADNc). Para ello, de cada una de las muestras se tomó el volumen 

correspondiente a 500 ng de ARN añadiendo agua libre de nucleasas hasta un volumen 

final de 5 µL. A esta mezcla se le añadieron los componentes del PrimeScript RT Reagent 

Kit (TaKaRa, RR037A) que consistió en 2 µL del tampón de reacción 5X (Prime Script 
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Buffer 5X), 0,5 µL de la enzima retrotranscriptasa (Prime Script RT Enzyme Mix), 0,5 µL 

de cebadores oligo(dT)s y 2 µL de hexanucleótidos aleatorios (random 6 mers) sumando 

un volumen final de 10 µL para cada muestra. 

Las muestras fueron sometidas a los siguientes ciclos de temperatura: 15 minutos a 37°C 

seguido de 5 segundos a 85°C. Una vez terminada la reacción, cada muestra fue diluida 

en agua libre de nucleasas en proporción 1:10. 

 

2.3. PCR CUANTITATIVA (qRT-PCR) 

Por medio de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa o a tiempo real (qRT-

PCR) se analizó la expresión de los distintos genes a estudiar. Esta tecnología se basa en 

la amplificación específica del ADNc del gen de interés en cada muestra monitorizando 

a su vez cada uno de los ciclos de la reacción. La PCR se llevó a cabo utilizando el equipo 

Quantstudio 12K FLEX (Life Technologies, SN: 285880070) y la herramienta de detección 

basada en el fluoróforo SYBR Green (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, Applied 

Biosystems, A25742), capaz de intercalarse en la doble cadena de ADN, producto de la 

amplificación por PCR, y emitir fluorescencia como resultado. Así pues, el aumento de 

señal de fluorescencia emitida será directamente proporcional a la cantidad de ADN 

amplificado. 

La PCR se realizó por triplicado en placas de 96 pocillos (Sarstedt, 721979202) donde 

cada pocillo contenía 10 ng de ADNc (que corresponde con 2 µL del producto diluido de 

la RT) mezclados con 1 µL de cada cebador (sentido y anti-sentido) (Tabla 5) a una 

concentración final de 0,3 µM, 1 µL de agua libre de nucleasas y 5 µL de SYBR Green 

haciendo un volumen final de 10 µL por pocillo.  

Las condiciones de tiempo y temperatura llevados para la amplificación son: dos 

minutos a 50°C seguido de 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 95°C seguido 

de un minuto a 60°C; tras ello, 15 segundos a 95°C, un minuto a 60°C y 15 segundos a 

95°C para finalizar. 
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Gen Secuencia Sentido (5’-3’) Secuencia Anti-Sentido (5’-3’) 

Homo sapiens 

DUSP6 CCGCAGGAGCTATACGAGTC CGTAGAGCACCACTGTGTCG 

MITF CCGTCTCTCACTGGATTGGT TACTTGGTGGGGTTTTCGAG 

AXL AACCTTCAACTCCTGCCTTCTCG CAGCTTCTCCTTCAGCTCTTCAC 

NGFR CTTCTGGGGGTGTCCCTT ACTCACCGCTGTGTGTGTA 

CPT1A GACGTGGGAAAAATAAGCAGTC ACATCGGCCGTGTAGTAGAGAT 

CD36 TCCACAGGAAGTGATGATGAAC TGCAGGAAAGAGACTGTGTTGT 

PPARGC1A CAGGCTGGCAGTGTGCTG CTGCACCACTTGAGTCCACC 

PPARA GTCACACAACGCTATCCGTTT AGGCATTGTAGATGTGCTTGG 

ACOX1 GGTTTAAAAATTTTGTGCACCGAGG CGAAGGTGAGTTCCATGACCC 

ACADS CACGCCTTTCACCAGTGGTGAC GGCATTGGTGATCCAGGCTTTG 

EHHADH ATAGGATTGCCCACGCAGAG TGCTAAAATACGTCTTCCTGAGGT 

GLUT3 TCCACGCTCATGACTGTTTC GCCTGGTCCAATTTCAAAGA 

HK2 GAGTTTGACCTGGATGTGGTTGC CCTCCATGTAGCAGGCATTGCT 

GPI CTGGTAGACGGCAAGGATGTGA TCCGTGATGGTCTTGCCTGTGT 

ENO1 AGTCAACCAGATTGGCTCCGTG CACAACCAGGTCAGCGATGAAG 

PKM2 ATGGCTGACACATTCCTGGAGC CCTTCAACGTCTCCACTGATCG 

NLRC5 AGTGGCTCTTCCGCTTGGACAT CGGAACCCTAAGAACTTGGCTG 

TAP1 GCAGTCAACTCCTGGACCACTA CAAGGTTCCCACTGCTTACAGC 

B2M CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT CCAATCCAAATGCGGCATCTTCA 

PSMB9 CGAGAGGACTTGTCTGCACATC CACCAATGGCAAAAGGCTGTCG 

IFNA AGAAGGCTCCAGCCATCTCTGT TGCTGGTAGAGTTCGGTGCAGA 

IFNB CTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGC TCCTCCTTCTGGAACTGCTGCA 

IFNG TGATGGCTGAACTGTCGCCAGC ACTGGGATGCTCTTCGACCTCG 

PD-L1 TGCCGACTACAAGCGAATTACTG CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG 

18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC 

Mus musculus 

Pd-l1 TGCGGACTACAAGCGAATCACG CTCAGCTTCTGGATAACCCTCG 

Ifna1 GGATGTGACCTTCCTCAGACTC ACCTTCTCCTGCGGGAATCCAA 

Ifnb1 GCCTTTGCCATCCAAGAGATGC ACACTGTCTGCTGGTGGAGTTC 

Ifng CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG TTTCCGCTTCCTGAGGCTGGAT 

Nlrc5 ACCAATGCACGTCTCCGGGGTA TGGGTTATGGTGGGCAGGAGGG 

Tap1 GACTCCTTGCTCTCCACTCAGT AACGCTGTCACCGTTCCAGGAT 

B2m ACAGTTCCACCCGCCTCACATT TAGAAAGACCAGTCCTTGCTGAAG 

Psmb9 TACCGTGAGGACTTGTTAGCGC GGCTGTCGAATTAGCATCCCTC 

Cd4 GAGTTCCCAGAAGAAGATCAC AAGGCGAACCTCCTCTAA 

Cd8 CCATGAGGGACACGAATAATAA GAGTTCACTTTCTGAAGGACTG 

Cd3g CAGTCAAGAGCTTCAGACAAG GATGGCTGTACTGGTCATATTC 

Cd45 CCCTTCTTCTGCCTCAAAGT GTGGATAACACACCTGGATGAT 

18S CGCCGCTAGAGGTGAAATTC TCTTGGCAAATGCTTTCGC 

Tabla 5. Secuencias de los cebadores utilizados en las RT-qPCR tanto para genes de la especie 
humana (Homo sapiens) como de ratón (Mus musculus). 
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Para realizar una cuantificación relativa de la expresión de los genes de interés se 

utilizaron diferentes genes a modo de control endógeno como, en este caso, 18S ARNr 

(ARN ribosómico) (Tabla 5) corrigiendo de esta forma la variación en el ADNc de los 

genes de interés. El cálculo de la expresión relativa de ARNm se realizó utilizando la 

fórmula 2 -ΔΔCt, que consiste en calcular la diferencia de los promedios obtenidos en la 

amplificación del gen de interés y del gen de control endógeno. Los datos se presentaron 

como potencia de base 2, representando el número de veces de cambio en la expresión 

(también denominado Fold change) del gen en estudio con respecto a la expresión de 

ese mismo gen en la muestra control, que será siempre 1. 

 

2.4. ANALISIS TRANSCRIPTÓMICO: SINGLE CELL RNAseq 

Para analizar más en detalle el transcriptoma de las células de melanoma A375 

parentales y cuando han adquirido resistencia al inhibidor de BRAF, vemurafenib, en 

presencia y ausencia de Ranolazina (A375VR y A375VR_RANO), se llevó a cabo un 

estudio de secuenciación del ARN a nivel de célula única, o también conocido como 

Single Cell RNAseq (scRNAseq, en adelante).  

A lo largo de este estudio, esta técnica ha sido aplicada también en las células inmunes 

(CD45+) procedentes del estroma tumoral de los tumores subcutáneos generados con 

células 5555 en ratones tratados durante 17 días con antiPD-L1 en presencia y ausencia 

de RANO (ver apartado 5. Experimentos in vivo). 

Estos ensayos han sido realizados en colaboración con el CNAG-CRG de Barcelona para 

el procesamiento y secuenciación de las muestras, y con la Unidad de Bioinformática del 

IRB de Barcelona para el análisis y procesamiento de los datos obtenidos en la 

secuenciación. 

Para llevar a cabo la técnica de scRNAseq, se aíslan y encapsulan las células a analizar de 

forma individual de tal forma que cada una de ellas queda embebida en una gota que 

contiene unas esferas (beads) de hidrogel con diferentes “etiquetas” o barcodes en su 

superficie, así como los reactivos necesarios para la retrotranscripción (Figura 14). 

Posteriormente, se realiza una lisis celular que libera las moléculas de ARNm las cuales 
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se unen mediante la cola poli-A a la cola poli-T presente en las beads. Seguidamente, 

tiene lugar la retrotranscripción de tal forma que cada transcrito queda codificado con 

el barcode de la célula que procede y, además, de una secuencia única identificadora 

para cada transcrito llamada UMI (Unique Molecular Identifier). Este pool de ADNc es 

amplificado generándose así las librerías de secuenciación que posteriormente serán 

procesadas y analizadas (Figura 14). 

 

Figura 14. Representación esquemática del protocolo a seguir para la preparación de las librerías 
de secuenciación por Single Cell RNAseq. 

  

2.4.1. Análisis scRNAseq de A375 

Como se ha mencionado arriba, se llevó a cabo un estudio scRNAseq en las poblaciones 

celulares A375 parentales, A375VR y A375 VR_RANO, procesándose dos réplicas de cada 

una de las poblaciones con el equipo Chromium Next GEM Single Cell 3ʹ Kit v3.1 (10X 

Genomics). Para ello, se generaron las librerías de las poblaciones de tal forma que cada 

una de las células queda marcada con una etiqueta única de oligonucleótidos que 

permite identificarla de forma específica. Cada una de las lecturas de secuenciación o 

“read” fueron alineadas con refdata-gex-GRCh38-2020-A utilizando el software 

CellRanger versión 4.0.0. Los posteriores análisis de los datos obtenidos se realizaron 

con Seurat (versión v4.1.1).  

Para el análisis se tuvieron en cuenta únicamente los resultados de secuenciación de las 

células con un contenido de lectura mitocondrial menor al 20%, con un mínimo de 1000 

reads y los de células donde se detectaron entre 100 y 20000 genes. Así pues, fueron 

descartados los datos que mostraban dobletes celulares y resultados negativos. 

También fueron descartados los datos de las lecturas ribosomales que supusieron el 10% 

del total de los reads celulares.  



Materiales y Métodos 
 

 104 

Para el establecimiento de los clústeres y los UMAP, es decir, para agrupar las células 

con un perfil transcriptómico similar, se usaron los primeros 10 componentes principales 

de cada set de datos mediante la función de Seurat FindClusters (resolución = 1.2). 

Además, para todas las células, se calcularon las “puntuaciones” de sus firmas génicas 

mediante la expresión promedio de los genes que las constituyen. Para identificar los 

genes diferencialmente más expresados se utilizó la función de Seurat FindAllMarkers 

con los siguientes parámetros: min.pct = 0.25 y logfc.threshold = 0.25, y considerando 

como clases de identidad los clústeres de Seurat o los tratamientos del estudio. Para 

algunas de las funciones biológicas, las células con alta expresión se destacaron como 

células por encima del percentil 90 en la distribución de las puntuaciones de las firmas 

génicas que se han observado en todo el conjunto de datos obtenido. Los genes 

marcadores fueron obtenidos de las poblaciones con mayor expresión usando la función 

de Seurat FindMarkers (min.pct = 0.2, logfc.threshold = 0.2), considerando sólo los 

primeros 200 genes con la expresión diferencial más alta. Estos sets, diferencialmente 

expresados, fueron probados para analizar el enriquecimiento biológico con test 

hipergeométricos usando las bases de datos de firmas génicas como Hallmarks, Gene 

Ontology (GO), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) así como otras 

previamente publicadas. Los valores de significancia (p-values) fueron corregidos por 

comparaciones múltiples usando la herramienta Benjamini–Hochberg. 

Los análisis realizados en este estudio (a partir de los datos normalizados y de la 

integración para el enriquecimiento biológico) se hicieron de forma independiente con 

dos sets de datos de las distintas poblaciones. Por un lado, se compararon los datos de 

las tres poblaciones celulares analizadas (A375 parentales, A375VR y A375 VR_RANO) y, 

por otro, sólo las poblaciones VR frente a las VR_RANO. En cada uno de los resultados 

explicados más adelante se especificará a qué tipo de análisis comparativo se ha 

recurrido. 
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2.4.2. Análisis scRNAseq del estroma inmune tumoral 

Como se ha mencionado al comienzo de este apartado, también se llevó a cabo el 

análisis por scRNAseq de las células obtenidas del estroma tumoral procedente de los 

tumores formados por las células 5555 en ratones tratados con antiPD-L1 en ausencia o 

presencia de Ranolazina durante 17 días. Este procedimiento se llevó a cabo en 

colaboración con el equipo de la Dra. Berta Sánchez-Laorden. 

Para ello, tras el sacrificio de los animales, se obtuvieron los tumores generados por la 

inyección subcutánea de las células de melanoma de ratón con BRAF mutado 5555 tal y 

como se indica en el apartado 5.2. Experimento in vivo con células 5555 e 

inmunoterapias. Con ayuda de un bisturí se disgregó mecánicamente una porción de 

tumor de 100 mg aproximadamente en medio DMEM frío, sin suero bovino fetal ni 

antibióticos y en hielo. Con la finalidad de disgregar más eficientemente el tejido 

tumoral, se añadió 0.25 mg/mL de Liberasa DH (Merck, 54010544001), 0.55 mg/mL de 

Dispasa II (Merck, 4942078001) y 150 U/mL de ADNasa (Roche, 11284932001) en un 

volumen final de solución de 1 mL. Esta mezcla fue incubada durante 30 minutos a 37 

°C y después se homogeneizó pasando la mezcla a través de jeringas de calibre 

ascendente hasta alcanzar el calibre de 25G. Tras ello, se centrifugaron las muestras a 

400 x g durante 5 minutos a 4 °C y, posteriormente, se añadió el tampón de lisis de 

células rojas 1X (Biolegend, 420301) durante 5 minutos a temperatura ambiente, 

permitiendo lisar los eritrocitos sin apenas afectar a los leucocitos. Seguidamente, la 

suspensión celular fue filtrada mediante filtros con un tamaño de poro de 40 μM. Tras 

centrifugar de nuevo a 300 x g a 4 °C durante 5 minutos, el pellet celular obtenido se 

resuspendió en el tampón para FACS (1% FBS estéril y filtrado, 2mM EDTA y 25mM 

HEPES en PBS 1X) donde se añadió también el anticuerpo TruStain FcX™ PLUS 

(Biolegend, 156604) en proporción 1:50 y fue incubado durante 10 minutos en hielo y 

protegido de la luz. Este anticuerpo se une de forma específica a un epítopo común para 

CD16 y CD32, que son los llamados receptores Fc (FcR) de IgG de baja afinidad y se 

encuentran en la superficie de ciertas células inmunitarias como los linfocitos B, 

monocitos, macrófagos, células NK, granulocitos, mastocitos y células dendríticas. A 

estos receptores FcR se unen complejos anticuerpo-antígeno desencadenando la 
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activación de la respuesta inmune. El uso de este anticuerpo es útil para bloquear 

uniones inespecíficas de inmunoglobulinas a los receptores Fc.  

Así pues, tras el bloqueo, se procedió con la incubación del anticuerpo de interés, en 

este caso, anti CD45-PE (Biolegend, 103106) en proporción 1:100 y también se realizó la 

tinción nuclear con 1μg/mL de DAPI, incubando 30 minutos en hielo y protegido de la 

luz. La unión de este anticuerpo en la suspensión celular de los lisados tumorales 

permitió la identificación y separación por FACS de forma específica de los leucocitos. 

Finalmente, transcurrido el tiempo de incubación, las células fueron lavadas dos veces 

con el tampón de FACS centrifugando a 300 x g a 4 °C durante 5 minutos. 

A continuación, las muestras fueron procesadas por el FACS de tal forma que las células 

CD45-PE+ fueron separadas en tubos individuales (15000 células por tubo) según el 

grupo de tratamiento del que procedían, antiPD-L1 o antiPD-L1 + RANO. Tanto la 

integridad celular como la cantidad de células fueron comprobadas en cada condición 

mediante Trypan Blue (Lonza, 17-942E), que permite identificar las células vivas y las 

muertas en un microscopio de campo claro usando una cámara Neubauer.  

Las células vivas positivas para CD45-PE se encapsularon en gotas formando así las 

librerías utilizando el kit comercial de Reactivos para Single Cell siguiendo las 

instrucciones del fabricante (10X Genomics, PN-1000269, versión v.3.1). 

Las librerías generadas fueron secuenciadas utilizando el equipo secuenciador Illumina 

NovaSeq 6000 obteniéndose unas 40000 lecturas por célula. Estas lecturas de 

secuenciación fueron alineadas a refdata-cellranger-mm10-3.0.0 usando CellRanger 

versión 4.0.0. Al igual que en el apartado anterior, todos los análisis realizados 

posteriormente se hicieron con el software Seurat R en la versión v4.1.1. De igual forma, 

en este caso, sólo se tuvieron en cuenta para los análisis aquellas células con un 

contenido de lecturas mitocondriales menor al 20% y con un mínimo de 2000 lecturas. 

Las lecturas ribosomales, que supusieron un 19% de todas las lecturas celulares, 

también fueron descartadas para los análisis. Los 15 primeros componentes principales 

de los sets de datos obtenidos se usaron para establecer los UMAP y generar los 

clústeres de células con la función de Seurat FindClusters (resolución 1.2). Los diferentes 
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clústeres de Seurat fueron caracterizados por la expresión de genes marcadores de los 

distintos tipos celulares usando las bases de datos de Enrichr y Panglao DB. 

 

3. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

3.1. EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

Las células se recogieron por centrifugación de 5 minutos a 1500 rpm formando un pellet 

que, tras eliminar el sobrenadante, se lavó con PBS 1X. Al pellet se le añadió entre 100 y 

150 µL de tampón de lisis RIPA (2.5M NaCl, 0,5 EDTA, NP-40 1%, deoxicolato de sodio 

1%, SDS 1%, pH 8.0) suplementado con inhibidores de proteasas, Aprotinina (1:1000) y 

Leupeptina (1:500), e inhibidores de fosfatasas phosSTOP (Roche, 4906845001). La 

mezcla se mantuvo en hielo durante 30 minutos para lograr la lisis celular, mezclándola 

mediante vortex cada 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 12000 x g 

(RCF) durante 10 minutos y a 4°C de temperatura para precipitar el material no 

solubilizado. Los sobrenadantes obtenidos de la centrifugación contienen el extracto 

proteico de las células, los cuales se trasvasaron a nuevos tubos. 

La concentración de proteína se determinó mediante el método del ácido bicinconínico 

(BCA) Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23227). Este compuesto forma un 

complejo púrpura intenso que absorbe luz a 562 nm de tal forma que la absorbancia del 

compuesto será directamente proporcional a la concentración de proteína. Para ello, se 

incubó 5 µL de muestra de extracto proteico con BCA durante 30 minutos a 37°C y se 

cuantificó la intensidad colorimétrica de las muestras mediante la medición de la 

absorbancia a 562 nm en un espectrofotómetro (lector de placas Epoch, Biotek SN: 

1412178; software GEN5). Para determinar la concentración de proteína en las 

muestras, se realizó una recta patrón con los valores de absorbancias obtenidos de 

concentraciones crecientes conocidas (0,06 µg/mL-4 µg/mL) de muestras de albúmina 

de suero bovino (BSA). Así pues, en base a la recta patrón obtenida se interpolaron los 

valores de absorbancia obtenidos en las mediciones de las muestras calculando así la 

concentración de cada una ellas. 
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3.2. WESTERN BLOT 

Una vez cuantificados los extractos proteicos, se toma el volumen de muestra 

correspondiente a 40 µg de proteína y se le añade una cuarta parte de tampón de carga. 

La mezcla se incuba durante 5 minutos a 95°C para desnaturalizar las proteínas. 

Posteriormente, las proteínas son separadas por peso molecular mediante SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrilamide Gel Electrophoresis) utilizando una fuente de 

alimentación (BioRad HC Power Pac) y tampón de electroforesis (20 mM Tris, 0.2 M 

glicina, 0.1% SDS y pH 8.3). Esta técnica se basa en la utilización de geles de 

poliacrilamida (BioRad, 1610158), que contienen SDS para conferir carga negativa a las 

proteínas, por lo que éstas se separan en función de su peso molecular al aplicar una 

diferencia de voltaje. Se realizaron geles de acrilamida de 1,5 mm de grosor compuestos 

por dos porciones. Por un lado, una porción concentradora (con un 4,5 % de acrilamida) 

y una porción separadora en la que el porcentaje de acrilamida depende del peso 

molecular de las proteínas a detectar (8-15%), ya que cuanto mayor sea el porcentaje 

de acrilamida más pequeño será el poro, permitiendo así la detección de proteínas más 

pequeñas.  

Posteriormente, una vez que las proteínas se han separado por tamaños, se transfieren 

a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, 1620112), la cual tiene carga positiva por lo 

que, junto a la carga negativa de las proteínas y aplicando una diferencia de potencial, 

éstas migran y quedan inmovilizadas en la membrana. Este proceso se realizó mediante 

electrotransferencia húmeda basada en una corriente eléctrica y empleando un tampón 

de transferencia (25 mM Tris base, 192 mM glicina, 1% SDS, 20% metanol y pH 8.6) 

durante 75 minutos a un amperaje constante de 350 mA. La eficacia de la transferencia 

se comprobó con la tinción de las proteínas transferidas en la membrana con Rojo 

Ponceau S (Sigma-Aldrich, P7170). A continuación, para bloquear las partes de la 

membrana que no han unido proteínas y evitar así la unión inespecífica de los 

anticuerpos que se usarán más adelante, se incubó la membrana con una solución de 

Tris-salino (20mM Tris, 150mM NaCl) con 0.01% Tween-20 (Sigma-Aldrich, P5927-500) 

(TBS-T) con 5% de leche en polvo (Nestle, 44089868) durante 1 hora a temperatura 

ambiente en agitación.  
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Tras el bloqueo, se incubaron las membranas de nitrocelulosa con los diferentes 

anticuerpos primarios en una solución de TBS-T con 1,5% de BSA (Sigma-Aldrich, A2153) 

a 4°C en agitación durante 15-18 horas, según las especificaciones de sus hojas técnicas 

(Tabla 6). 

Transcurrido el tiempo de incubación con los anticuerpos primarios, se realizaron tres 

lavados de 10 minutos con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente (Tabla 6) durante una hora, a temperatura ambiente y en agitación. 

Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (HRP) fueron preparados a una 

dilución 1:2000 en TBS-T y 5% de leche en polvo. Tras la incubación, se realizaron tres 

lavados de las membranas durante 10 minutos con TBS-T.  

Para la detección de las proteínas se utilizó el sistema de quimioluminiscencia Pierce™ 

ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher, 32106), que está basado en la oxidación 

del luminol por parte de la peroxidasa de los anticuerpos secundarios. La señal lumínica 

emitida de la reacción fue detectada con el equipo ChemiDoc MP System (Bio-Rad) y el 

software Image Lab (Bio-Rad) con el que se obtuvieron y analizaron las imágenes 

obtenidas. 

Anticuerpo Especie Dilución uso Referencia 

Anticuerpos primarios 

pJAK1 (Y1034/1035) Conejo 1:500 Cell Signaling, 74129T 

pJAK1 (Y1022/1023) Conejo 1:500 Cell Signaling, 3331S 

pSTAT1 (Y701) Conejo 1:500 Cell Signaling, 7649T 

pSTAT3 (S727) Conejo 1:500 Cell Signaling, 9134T 

ERK2 Ratón 1:1000 Santa Cruz, sc-1647  

Anticuerpos secundarios 

Anti-conejo IgG, HRP-linked  Conejo 1:2000 VWR-GE Healthcare, NA934 

Anti-ratón IgG, HRP-linked  Ratón 1:2000 VWR-GE Healthcare, NA931  

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el análisis de proteínas mediante 
Western Blot. 

 

3.3. INMUNOFLUORESCENCIA 

El análisis de expresión de las proteínas CD8a y CD335 mediante inmunofluorescencia 

en los tumores obtenidos de los ratones tratados durante 16 días con antiPD-L1 en 
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presencia y ausencia de Ranolazina fue realizado en colaboración con el equipo de la 

Dra. Berta Sánchez-Laorden (CSIC, Alicante). 

Para ello, los tejidos fueron fijados con paraformaldehido (PFA) al 4% durante 15-18 

horas y, tras ello, se lavaron tres veces con PBS 1X. Posteriormente, con el objetivo de 

proteger los tejidos de la congelación, se trataron con sacarosa en concentraciones 

crecientes hasta el 30%. Después, se incluyeron en el compuesto Tissue-Tek® O.C.T.™ 

(Tissue-Tek, 127217), que es un medio de inclusión formado por glicoles y resinas 

hidrosolubles que proporcionan una matriz adecuada en la muestra para su posterior 

corte en el criotomo. Una vez se incluyeron las muestras en lo que se llamará a partir de 

ahora “bloques OCT”, fueron congeladas a -80 °C hasta su procesamiento. Los bloques 

OCT se cortaron en secciones de 8 μm mediante un criotomo (Leica CM1860 UV) y se 

procedió al montaje en porta-objetos Superfrost (Fisher Scientific, 12-550-15). 

Posteriormente, para evitar uniones inespecíficas del anticuerpo primario se realizó el 

bloqueo de las muestras mediante la incubación durante una hora a temperatura 

ambiente con una solución de bloqueo (3% BSA, 1% de suero normal de cabra (NGS) y 

0.1% Tween 20). Transcurrido ese tiempo, se realizó la incubación con los anticuerpos 

primarios en una solución de 1% BSA y 0.1% Tween 20 durante 15-18 horas a 4 °C. Los 

anticuerpos primarios utilizados fueron CD8a-FITC (Biolegend, Ref 100705) y CD335-FITC 

(Biolegend, Ref 137605). 

Tras la incubación del anticuerpo primario y numerosos lavados con 0.1% Tween 20 en 

PBS 1X, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario AF488 anti-Rat (Thermo 

Fisher, A11006) y se realizó la tinción de núcleos con DAPI en una solución con 1% BSA 

y 0.1% Tween 20 durante una hora y a temperatura ambiente. Una vez transcurrido esto 

y, tras realizar lavados, se procedió al montaje de las secciones utilizando el medio de 

montaje Dako Fluorescence Mounting Medium (Thermo Fisher, S3023). 

Para realizar las imágenes en alta resolución, se utilizó un microscopio confocal LSM880-

Airyscan (Zeiss) y la técnica de Aryscan de alta resolución. Por otro lado, para realizar las 

imágenes de las muestras de tejido completo se utilizó el escáner de portaobjetos 

Axioscan 7 (Zeiss) y el software Arivis 4D software (Zeiss) para su posterior 

cuantificación. El porcentaje de células positivas resultó de la relación entre el número 
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de células positivas para CD8a y CD335 y el número total de células con la tinción nuclear 

DAPI. 

 

3.4. CITOMETRÍA DE FLUJO 

La expresión de proteínas, tanto de superficie como intracelulares, se analizó también 

mediante la técnica de citometría de flujo. Para ello, las células de melanoma A375VR y 

VR_RANO una vez recogidas y lavadas con PBS 1X, fueron marcadas con anticuerpos 

conjugados con un fluorocromo, de manera que al unirse a la proteína de interés, 

emitirá una señal fluorescente captada y cuantificada por el citómetro. Las proteínas 

analizadas mediante dichos anticuerpos conjugados fueron PD-L1 (Biolegend, Clone 

29E.2.A3 Ref. 329708) con fluorocromo APC y B2M marcado con FITC (Biolegend, Clone 

2M2, Ref. 316304). Para realizar el marcaje, las células se incuban con los anticuerpos 

con la proporción 1:50 en un volumen final de 50 μl durante 10 minutos en hielo. 

Transcurrido este tiempo, se realizaron dos lavados con PBS 1X y, tras centrifugación, el 

pellet celular fue resuspendido en un volumen de 100 μl de PBS 1X para proceder a su 

análisis mediante el citómetro de flujo.  El posterior análisis de los resultados obtenidos 

se realizó con el software FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA). 

 

4. ANALISIS METABOLICOS 

4.1. ANALISIS DEL FLUJO METABOLICO 

Para estudiar en detalle cómo los fármacos inhibidores de la oxidación de ácidos grasos 

estaban afectando metabólicamente a las células se utilizó la técnica basada en la 

tecnología Seahorse. En concreto, esta técnica permite analizar la tasa de consumo de 

oxigeno de las células (OCR) lo que representa los niveles de respiración mitocondrial, 

así como la producción de ATP y la tasa de acidificación extracelular o también conocido 

como ECAR, que refleja las tasas de glucólisis de las células (Figura 15). Estos ensayos se 

realizaron en el Servicio de Metabolismo Celular del Centro de Investigación Médica 

Aplicada (CIMA, Pamplona). 
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Las células fueron sembradas en una densidad de 10000 células por pocillo en las placas 

Seahorse XFp (Agilent, 103727-100) en 80 μL de  medio DMEM y en presencia de 

Vemurafenib a 0,5 μM. Transcurridas 24 horas, se realizó un cambio de medio 

añadiendo a cada pocillo el medio Seahorse XF DMEM con pH 7.4. A continuación, se 

realizó una incubación de 45 minutos a 37°C y 0% CO2 y se añadió o bien Etomoxir a una 

concentración de 20 μM o bien Ranolazina (a las concentraciones indicadas en el 

apartado de Resultados), incubando durante 15 minutos más, completando así una hora 

de incubación previa a la monitorización de los distintos parámetros con el analizador 

de flujo extracelular Seahorse XFp (Seahorse Bioscience, Billerica, MA, USA). 

Los niveles basales de OCR y ECAR se registran por el analizador al inicio del ensayo antes 

de añadir mediante inyecciones secuenciales cuatro compuestos que darán lugar al 

perfil de flujo metabólico, posibilitando ver diferencias entre los tratamientos o las 

condiciones a estudiar (Figura 15). En primer lugar, se añade 1 μM de Oligomicina 

(Sigma-Aldrich, 75351) la cual bloquea la cadena transportadora de electrones (ETC) y 

la fosforilación oxidativa mediante su unión a la enzima ATP sintasa, correspondiente al 

complejo V de la ETC. Este bloqueo de la ETC hace que disminuya la OCR y permite 

calcular qué porción de la respiración mitocondrial basal se invierte en producir ATP. El 

siguiente compuesto es el FCCP (carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona), 

añadido a 1 μM (Sigma-Aldrich, C2920). Se trata de un agente que colapsa el gradiente 

de protones alterando el potencial de membrana mitocondrial, haciendo que el flujo de 

electrones a través de la ETC se desbloquee y que el consumo de oxigeno por parte del 

complejo IV llegue a niveles máximos. El valor de OCR máxima resultante de ello permite 

calcular, junto a la respiración basal, la capacidad que las células tienen para responder 

a incrementos de la demanda energética o a un estrés metabólico (spare capacity o 

capacidad de reserva) (Figura 15). La tercera inyección se corresponde a una mezcla de 

0,5 μM Rotenona (Sigma-Aldrich, 557368), inhibidor del complejo I de la ETC, y de 0,5 

μM Antimicina A (Sigma-Aldrich, A8674), inhibidor del complejo III. Esta combinación 

hace que la respiración mitocondrial se bloquee completamente permitiendo calcular la 

respiración no mitocondrial dirigida por procesos localizados fuera de la mitocondria 

(Figura 15). 
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Figura 15. Perfil de OCR obtenido mediante la tecnología Seahorse. Representación del perfil 
de flujo metabólico obtenido al analizar el Ratio de Consumo de Oxígeno (OCR) en un ensayo de 
Seahorse, tras la administración de los diferentes compuestos moduladores de la ETC. Fuente: 
Adaptado de Guía de Usuario del Kit Seahorse XF (103015-100). 

 

Adicionalmente, se puede añadir un quinto compuesto, 2-DG a 125 mM (Sigma-Aldrich, 

D8375), que tendrá efecto en el parámetro ECAR. 2-DG es un compuesto análogo a la 

glucosa y compite con ésta por su unión a la hexoquinasa, que es la enzima que lleva a 

cabo la primera reacción de la glucólisis, inhibiendo la ruta. Esto tiene como resultado 

un descenso del ECAR lo que confirma que el ECAR detectado en el ensayo es debido a 

la glucólisis llevada a cabo en las células y no a otras fuentes de acidificación extracelular. 

Tanto los datos de OCR como los de ECAR son normalizados con respecto a la cantidad 

de proteína en cada pocillo, la cual es determinada mediante el método Bradford (Bio-

Rad, 5000001). 

 

4.2. ANÁLISIS DE METABOLÓMICA Y LIPIDÓMICA 

Con el objetivo de caracterizar en detalle el estado metabólico de las células de 

melanoma en el contexto de resistencia adquirida a BRAFi en combinación con la 

inhibición de la FAO por Ranolazina, se llevó a cabo un estudio del metaboloma y el 

lipidoma de las células A375 parentales junto a las VR y VR_RANO. Estos análisis fueron 

realizados en colaboración con el grupo del Dr. Angelo D´Alessandro, en la Universidad 

de Colorado, EEUU. 
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Así pues, estos análisis de metabolómica y de lipidómica consisten en estudiar de forma 

muy detallada todos los metabolitos o especies lipídicas, respectivamente, presentes en 

una población celular y así poder inferir las vías o rutas metabólicas que las relacionan. 

Los metabolitos o especies lipídicas celulares son identificadas y cuantificadas mediante 

espectrometría de masas. 

4.2.1. Preparación de las muestras 

Para preparar las muestras, se preparó una suspensión celular de cada una de las 

poblaciones a estudiar con aproximadamente 4 millones de células. Tras lavar con PBS 

1X y centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm, el pellet resultante fue congelado a -80 

°C hasta su procesamiento.  

Los pellets congelados de cada una de las muestras, se resuspendieron a una densidad 

de 2 millones de células/mL en una solución en agua de Metanol y Acetonitrilo en 

proporción MeOH:MeCN:H2O (5:3:2, v:v:v) para el análisis metabolómico. En el caso del 

análisis lipidómico, se realizó a la misma densidad celular pero éstas fueron 

resuspendidas en 100% Metanol. Ambas suspensiones celulares se sometieron a 

agitación vigorosa durante 30 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 

18,213 x g durante 10 minutos a 4°C de tal forma que el material insoluble se localizó en 

el fondo de los tubos y, el sobrenadante obtenido, fue trasferido a nuevos tubos a partir 

de los cuales se realizó el análisis mediante UHPLC-MS (Cromatografía Líquida de Ultra 

Alta Presión y Espectrometría de Masas). 

4.2.2. Análisis de Datos 

El sistema de Cromatografía Líquida Vanquish UHPLC (Thermo Fisher, VQDUO-DUALLC) 

se acopló al Espectrómetro de Masas Q Exactive (Thermo Fisher, 0725500) para el 

análisis de las Oxilipinas, que son unos metabolitos secundarios con estructuras y 

actividades biológicas diversas que se originan de la oxidación de ácidos grasos, 

principalmente del ácido linoleico y linolénico. Para el análisis metabolómico, el sistema 

de cromatografía citado arriba se acopló al Espectrómetro de Masas Orbitrap Exploris 

120 (Thermo Fisher, BRE725531).  
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Los metabolitos fueron separados a través de las columnas Kinetex SB-C18 de 1.7 μm 

con dimensiones 2.1 x 150 mm (Phenomenex, 00F-4475-AN) usando un gradiente de 

fase reversa durante 5 minutos tal y como se describió previamente (Nemkov, T. et. al., 

2019). Para las oxilipinas, las muestras fueron procesadas durante 7 minutos de gradiente a 

través de las columnas Acquity UPLC BEH de 1.7 μm y dimensiones 2.1 x 100 mm (Waters, 

17600864). El procesamiento de las muestras fue en orden aleatorio y se incluyeron 

replicados técnicos para asegurar la calidad del ensayo. 

El procesamiento de todos los datos de metabolitos obtenidos se realizó con el software 

El-Maven (Elucidata) y se utilizó la base de datos KEGG para la asignación e integración. 

La asignación e integración de los lípidos se llevó a cabo usando la herramienta 

LipidSearch v 5.0 (Thermo Fisher). 

 

4.3. ANALISIS DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS) 

Para analizar el impacto de la Ranolazina en la producción de especies reactivas de 

oxigeno (ROS) en las células de melanoma, se utilizó el kit comercial DCFDA/H2DCFDA-

Cellular ROS Assay Kit (Abcam, ab113851). Para ello, se sembraron 25000 células 

A375VR por pocillo en placas negras con fondo claro de 96 pocillos y, transcurridas 24 

horas se procedió al tratamiento con Ranolazina y análisis de la producción siguiendo el 

protocolo como indica el fabricante. 

En resumen, el siguiente día de la siembra celular, se retiró el medio de cultivo y se 

realizó un lavado con 100 µL/pocillo del Buffer 1X del kit. Una vez retirado el Buffer 1X, 

se añadió una solución de DCFDA a 20 μM preparada justo antes de ser utilizada y se 

incubó durante 45 minutos a 37 °C y en oscuridad. DCFDA es una sonda fluorogénica 

que, por difusión, se introduce en las células donde es de-acetilada mediante esterasas 

que la transforman en un compuesto no fluorescente. Este compuesto es 

posteriormente oxidado por los ROS presentes en las células, formándose 2’,7’-

diclorofluoresceina (DCF). DCF es un compuesto altamente fluorescente que será 

detectado después por el espectrómetro de fluorescencia.  
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Así pues, tras la incubación con la sonda DCFDA, se realizó un lavado con el Buffer 1X y 

posteriormente se añadió el tratamiento con 100 μM de Ranolazina así como de TBHP 

a 100 μM, que es un inductor de la producción de ROS por lo que se usó como control 

positivo. Una vez añadidos los fármacos, se incubaron durante un total de 4 horas y se 

procedió a realizar la lectura de la fluorescencia mediante un espectrómetro lector de 

placas Synergy H1 (BioTek, SN: 160408C) a una longitud de onda emisión/excitación de 

485/535 nm. Así pues, la cantidad de fluorescencia detectada será directamente 

proporcional a la cantidad de ROS presente en las células A375VR. 

 

4.4. ANALISIS DEL CONSUMO DE GLUCOSA CELULAR 

Por otro lado, para ver los niveles basales de captación de glucosa por parte de las 

células A375VR comparadas con las VR_RANO, se empleó el kit comercial Glucose 

Uptake-Glo Assay Kit (Promega, J1341) mediante el cual se determina la captación de 

glucosa por la detección de la molécula 2-Deoxiglucosa-6-fosfato (2DGP).  

En placas negras con fondo claro de 96 pocillos se sembraron 25000 células VR o 

VR_RANO por pocillo. Al día siguiente, siguiendo el protocolo del fabricante, se realizó 

un lavado con 100 µL/pocillo de PBS 1X para eliminar los restos de glucosa presente en 

el medio de cultivo.  Posteriormente, se añadió 50 µL/pocillo de una solución de 1 mM 

2-deoxiglucosa (2DG) y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. El 

compuesto 2DG se internaliza en las células y rápidamente es defosforilado como si 

fuera glucosa. Sin embargo, las enzimas que normalmente metabolizan la Glucosa-6-

fosfato no son capaces de hacerlo cuando se trata de 2DG-6-fosfato (2DG6P). Esto 

provoca que este analito se acumule en el interior de las células.  

Transcurrido el tiempo de incubación del 2DG, se añadió 25 µL/pocillo de Stop Buffer 

que consiste en una solución de detergente ácida que provoca la lisis celular, parando 

así el consumo de glucosa y degradando las moléculas de NADPH presente en las células. 

Tras ello, se añadió 25 µL/pocillo del Buffer de Neutralización que presenta un pH 

elevado lo que hace que se neutralice la mezcla donde se encuentra el lisado celular. 

Seguidamente, se añadió 100 µL/pocillo del Reactivo de Detección 2DG6P atemperado 
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y se incubó durante 5 horas a temperatura ambiente. El reactivo de detección contiene 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), NADP+, Reductasa, Ultra-Glo™ Luciferasa 

Recombinante y proluciferina. De esta forma, 6GPDH oxida a 2DG6P formando 6-

fosfodeoxigluconato y simultáneamente reduce NADP+ a NADPH. La reductasa utiliza 

ese NADPH para convertir la proluciferina en luciferina y poder así cuantificar mediante 

un lector de placas Synergy H1 (BioTek, SN: 160408C) la señal luminiscente, que será 

proporcional a la concentración de 2DG6P y, por consiguiente, a un mayor consumo de 

glucosa por parte de las células. 

 

5. EXPERIMENTOS IN VIVO 

En este trabajo se han desarrollado dos tipos de experimentos in vivo principalmente. 

Por un lado, se realizó la inyección subcutánea de las células de melanoma humano con 

BRAFV600E, A375, en ratones inmunodeprimidos FOXn1nu/ FOXn1nu para ser tratados con 

el inhibidor de BRAF, Vemurafenib, y con Ranolazina. Y, por otro lado, se inyectaron las 

células de melanoma de ratón 5555 con la mutación en BRAFV600E en ratones 

inmunocompetentes, C57BL/6J, para comprobar si la combinación de RANO y antiPD-L1 

mejora la respuesta a inmunoterapias. 

Ambos experimentos se llevaron a cabo tanto en ratones machos como hembras y, 

además, se realizaron en diferentes instalaciones y en colaboración con diferentes 

grupos de investigación. Así pues, el experimento con las células A375 en ratones 

hembra fue realizado en colaboración con el grupo de Oncología Celular del Instituto de 

Investigación Biodonostia de San Sebastián, donde el Dr. Ander Matheu es investigador 

principal. Los estudios in vivo con células A375 en ratones macho los llevamos a cabo en 

el grupo de Señalización en Cáncer en las instalaciones del Centro de Investigación 

Médica Aplicada (CIMA, Pamplona). Por otro lado, los experimentos in vivo con las 

células de melanoma murino 5555, tanto para machos como hembras, fueron realizados 

en colaboración con el equipo de la Dra. Berta Sánchez-Laorden del Instituto de 

Neurociencias CSIC en San Juan de Alicante. 
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Así pues, todos los protocolos y procedimientos experimentales con animales fueron 

aprobados por el Comité de Ética correspondiente a cada centro de trabajo: Comité de 

Ética de experimentación animal del Instituto de Investigación Biodonostia, Comité de 

Ética para la experimentación animal de la Universidad de Navarra (Referencia 077-19 y 

064-22), el Servicio de Ganadería y Bienestar Animal del Gobierno de Navarra y el 

Comité de Ética del CSIC así como el Comité de Bienestar Animal del Instituto de 

Neurociencias CSIC-UMH de Alicante. 

 

5.1. EXPERIMENTO IN VIVO CON A375 Y TERAPIAS DIRIGIDAS (BRAFi) 

El objetivo de este ensayo es estudiar el efecto del tratamiento con Ranolazina en 

combinación con inhibidores de BRAF, en este caso Vemurafenib, en ratones 

inmunodeprimidos FOXn1nu/ FOXn1nu adquiridos de Charles River para la generación de 

tumores xenografiados de melanoma humano mediante la inyección subcutánea de 

células A375 con la mutación BRAFV600E. El procedimiento de este ensayo se realizó de 

forma exacta tanto en el ensayo con machos como en el de hembras, pese a realizarse 

en centros de investigación diferentes. En ambos casos, los ensayos se realizaron en el 

animalario en condiciones convencionales de bioseguridad 2 con enriquecimiento 

ambiental. Todos los ratones fueron colocados en las jaulas para cada grupo de 

tratamiento de forma aleatoria. En el caso de los ratones macho, se mantenían en jaulas 

individuales si se observaban comportamientos dominantes. 

Para llevar a cabo la generación de los tumores A375, se inyectaron subcutáneamente 

4 millones de células, resuspendidas en 0,1 mL de PBS, en el flanco izquierdo y derecho 

de cada ratón, los cuales tenían unas 8 semanas de edad. El volumen de los tumores de 

A375 se midió de forma periódica con un calibre y, una vez que los tumores alcanzaron 

un volumen aproximado de 60 mm3, los ratones se separaron en grupos de 7 para 

establecer los diferentes grupos de tratamiento. 

Al comienzo del ensayo, se establecieron los grupos Control tratados con el vehículo 

(PBS), Ranolazina (50mg/kg) (MedChemExpress, HY-17401) y Vemurafenib (25mg/kg) 

(MedChemExpressHY-12057). Los tratamientos fueron administrados por vía 
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intraperitoneal con dosis diarias durante 5 días seguido de dos días sin tratamiento. El 

grupo de Vemurafenib presentaba el doble de animales ya que, siguiendo el diseño 

experimental, cuando se observó que estos tumores dejaban de responder, es decir, 

que comenzaban a adquirir resistencia al fármaco, se incluyó el grupo de tratamiento 

con la combinación Vemurafenib + RANO. Así pues, la mitad de los ratones del grupo 

Vemurafenib fueron tratados con RANO mientras que la otra mitad continuó con el 

tratamiento de Vemurafenib + Vehículo. Todos los tratamientos fueron suministrados 

como se ha indicado anteriormente a lo largo de 50 días, midiendo el volumen tumoral 

cada tres días. Los ratones fueron sacrificados cumpliendo con la regulación de Bienestar 

Animal y los tumores fueron recolectados e inmediatamente congelados para 

posteriormente extraer ARN y realizar los análisis de expresión génica. 

 

5.2. EXPERIMENTO IN VIVO CON CÉLULAS 5555 E INMUNOTERAPIAS 

A la vista de los resultados in vitro con la Ranolazina y su efecto inmunogénico en las 

células tumorales, se llevó a cabo un ensayo in vivo con el objetivo de estudiar si 

combinar este inhibidor de la FAO con anticuerpos antiPD-L1 podría mejorar la 

respuesta a esta inmunoterapia. Como se ha indicado al inicio del apartado 5, este 

ensayo se ha realizado tanto en ratones machos como en hembras siguiendo el mismo 

protocolo experimental en ambos casos. 

El ensayo consistió en inyectar de forma subcutánea 5 millones de células de melanoma 

de ratón 5555 con BRAFV600E en el flanco derecho de ratones inmunocompetentes, 

C57BL/6J, de unas 7-8 semanas de edad que fueron adquiridos de Charles River. Tras la 

inyección, los ratones fueron monitorizados diariamente hasta aproximadamente el día 

6 post-inyección (6DPI), momento en el que los tumores podían ser palpables, 

aproximadamente con un tamaño de 70 mm3. Posteriormente, los animales fueron 

divididos en grupos de 5 ratones formando los distintos grupos de tratamiento: el grupo 

control tratado diariamente con el vehículo (PBS), el grupo tratado con Ranolazina (150 

mg/kg) (MedChemExpress, HY-17401) el día 6DPI y 300 mg/kg desde el día 7 post-

inyección hasta el final del experimento), el grupo tratado con antiPD-L1 (10mg/kg) 

(BioxCell, PD-L1 B7-H1, BE0101) y el grupo tratado con la combinación RANO + antiPD-
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L1 a las dosis indicadas. En el caso de la RANO, ésta fue administrada diariamente por 

vía oral mientras que los anticuerpos antiPD-L1 se administraron por inyección 

intraperitoneal cada 3 tres días con un total de 8 dosis, después de las cuales se 

detuvieron los tratamientos monitorizando los ratones hasta el final del experimento.  

El final del experimento fue marcado por el cumplimiento de las normas de Bienestar 

Animal de tal forma que los ratones fueron sacrificados cuando los tumores alcanzaron 

un volumen aproximado de 1500 mm3. El crecimiento de los tumores fue monitorizado 

por la medición del volumen tumoral mediante un calibre cada 3 días, a partir del 6DPI.  

Los tumores fueron extraídos de los ratones en el momento del sacrificio separando, en 

la medida que el tamaño del tumor permitía, un fragmento para la extracción de ARN 

que era inmediatamente congelado, y el resto fue fijado con formalina para hacer 

histología. 

 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados mostrados en el presente trabajo han sido analizados mediante la 

herramienta GraphPad Prism versión 7.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU). 

Los datos obtenidos se representan por la media ± error estándar (SEM), siendo n el 

número de experimentos realizados en cada ensayo, con un mínimo de tres 

experimentos independientes. Las diferencias de los promedios representados en los 

gráficos de barras fueron comparadas mediante el test estadístico t de Student o ANOVA 

de un criterio para distribuciones normales. En el caso de los análisis para las curvas de 

supervivencia Kaplan-Meier se utilizó el test de log-rank, las correlaciones de Pearson 

para los análisis de co-expresión y ANOVA de dos criterios para los análisis del 

crecimiento tumoral. La significación estadística se indica con asteriscos según los 

diferentes grados de significancia: * significativo (p< 0,05); ** muy significativo (p<0,01) 

y *** altamente significativo (p<0,001).  
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1. Validación del modelo in vitro de adquisición de resistencia a BRAFi en células 

de melanoma con BRAFV600E 

Con el objetivo de estudiar el efecto de los BRAFi en la reprogramación metabólica, no 

sólo en las células que han sobrevivido al impacto inicial del fármaco sino también 

durante el transcurso del proceso de adquisición de resistencia, se diseñó un ensayo de 

formación de colonias o CFA, del inglés. Para ello, las células de melanoma humano con 

la mutación V600E en BRAF, A375, fueron tratadas con una dosis elevada, 5 µM, del 

BRAFi Vemurafenib (VEM) durante 7 días. De esta forma, sólo las células persister (P) 

serán las que sobrevivan (Figura 16-A). Posteriormente, las células P resultantes fueron 

tratadas con una dosis inferior de VEM (0,5 µM) durante 4 semanas más, momento en 

el que las colonias resistentes al BRAFi ya han sido establecidas (Figura 16-A). Estas 

células A375 resistentes a VEM se mantuvieron en cultivo en presencia del fármaco, se 

amplificaron y se obtuvieron así las células A375VR (VR) (Figura 16-B). 

 

Figura 16. Ensayo de formación de colonias de resistencia adquirida con células A375 BRAFV600E 
y BRAFi (Vemurafenib). A) Representación gráfica de la respuesta tumoral a los BRAFi observada 
en clínica, similar al resultado obtenido en el ensayo de formación de colonias con resistencia 
adquirida a Vemurafenib tras la tinción con Cristal Voileta (abajo). B) Arriba, ensayo de 
formación de colonias convencional con las células A375 parentales y A375VR bajo el 
tratamiento con Vemurafenib en dosis ascendentes (0-5 µM). Abajo, representación gráfica del 
número de células relativo (%) del CFA representado arriba, para el cálculo del IC50 entre las 
células A375 parentales y las VR. 

 

Como muestra la Figura 16-A durante la primera semana de tratamiento con la dosis 

elevada de VEM, se observó una respuesta inicial donde las células A375 más sensibles 

a BRAFi mueren y sólo aquellas que fueron capaces de tolerar la presión del fármaco 
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permanecen, es decir, las células persister. Posteriormente, se observa como al 

disminuir la dosis del fármaco fueron surgiendo las primeras colonias que, mientras iban 

proliferando, dieron lugar a la aparición de otras nuevas. Finalmente, en la semana 4, 

una vez que las células alcanzaron la confluencia en la superficie del pocillo fueron, por 

un lado, fijadas y teñidas con Cristal Violeta y, por otro, expandidas en cultivo en 

presencia de VEM a 0.5 µM, obteniéndose así la línea celular A375VR (VR).  

Para verificar que las células A375VR mantenían la resistencia adquirida a VEM, se 

realizó con ellas un ensayo de formación de colonias convencional utilizando las células 

A375 parentales como control. Para ello, ambas líneas celulares fueron tratadas con 

dosis ascendentes de VEM (0-5 µM) utilizando el vehículo DMSO como control. Una vez 

alcanzada la confluencia celular en el pocillo control (aproximadamente 7 días), las 

células fueron fijadas y teñidas con Cristal Violeta y cuantificadas como se indica en el 

apartado 1.2. de Materiales y Métodos “Ensayo de formación de colonias convencional”. 

El resultado, tal y como muestra la Figura 16-B, fue que las células A375VR mantenían 

su resistencia al BRAFi (IC50: 2,1 µM) en comparación a las A375 parentales donde se 

observa una sensibilidad al fármaco mayor (IC50: 0,07 µM). 

Para continuar con la validación del modelo in vitro de adquisición de resistencia, se 

analizó el nivel de expresión de diversos genes descritos con anterioridad en la 

literatura, en las células persister obtenidas de dos de los ensayos de resistencia 

adquirida realizados (nombrados como #7.0 y #9.0) (Figura 17).  

En primer lugar, se confirmó que la inhibición de BRAF es efectiva por la disminución de 

expresión de DUSP6 (fosfatasa dual específica 6), que se activa en respuesta a la 

señalización de ERK por la activación de la ruta de las MAPK (Buffet, C. et al., 2017). 

En segundo lugar, se analizaron algunos de los genes representativos de los distintos 

estados transcripcionales de melanoma cuya expresión varía en respuesta a los MAPKi, 

aportando a las células tolerancia farmacológica, tal y como se ha descrito en el 

apartado de Introducción. Estos genes son MITF, AXL, NGFR y CD36 (Rambow, F. et al., 

2020). Todos ellos se comportaron de acuerdo a lo ya descrito de tal forma que, tras el 

tratamiento con el BRAFi, los niveles de expresión de MITF, NGFR y CD36 en las células 
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persister estaban aumentados en comparación a las A375 parentales, mientras que los 

de AXL estaban disminuidos (Figura 17). 

 

Figura 17. Análisis de expresión génica de los genes indicados en las células persister de los 
ensayos de formación de colonias con resistencia adquirida a BRAFi (#7.0 y #9.0). Análisis por 
RT-qPCR de los genes indicados en las células A375 persister en comparación con las A375 
parentales. Los genes analizados se clasifican en tres grupos: estados transcripcionales de 
melanoma (Estados en melanoma, en verde), genes implicados en la oxidación de ácidos grasos 
(FAO) mitocondrial y del peroxisoma (en morado) y genes reguladores de la ruta de glucólisis 
(azul). Expresión relativa (log2) calculada con el gen de expresión endógena 18S (n=3 réplicas). 

 

En tercer lugar, se analizó la expresión de diversos genes involucrados en la oxidación 

de los ácidos grasos (FAO) tanto en el peroxisoma, ACOX1 y EHHADH, como en la 

mitocondria, CPT1A y ACADS, además de los reguladores transcripcionales PPARGC1A y 

PPARA. En general, todos ellos presentaron una inducción en su expresión (Figura 17) lo 

que indica que las células de melanoma recurren a la FAO tanto mitocondrial como del 

peroxisoma en la respuesta inicial al BRAFi, en línea con lo ya descrito (Aloia, A. et al., 

2019; Parmenter, TJ. et al., 2014; Haq, R. et al., 2013; Zhang, G. et al., 2016 y Shen, S. et 

al., 2020). BRAFi inhibe la ruta de glucólisis en las células de melanoma, empujándolas a 

recurrir a la FAO (Parmenter, TJ. et al., 2014). De acuerdo con esto, el último grupo de 

genes analizados fueron aquellos que forman parte del proceso de glucólisis como 

GLUT3, HK2, GPI, ENO1 y PKM2. Todos ellos presentaban niveles de expresión reducidos 

en las células persister (Figura 17) confirmando la inactivación de esta ruta en nuestro 

modelo in vitro. 
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Se observa como algunos de los genes mostraron niveles de expresión diferentes entre 

el experimento #7.0 y el #9.0, reflejando así la plasticidad que las células de melanoma 

tienen, incluso dentro de una misma línea celular, en la regulación de la expresión de 

estos marcadores en respuesta a los MAPKi (Su, Y. et al., 2017 y Yang, C. et al., 2021). 

 

2. La FAO es relevante durante la adquisición de resistencia a BRAFi 

Como se ha mencionado anteriormente, está descrito que la FAO es importante en la 

respuesta inicial a los MAPKi, ya que estos inhiben la glucólisis y las células necesitan 

recurrir a otros nutrientes, como los ácidos grasos, para mantener su viabilidad y superar 

así la presión de los inhibidores. Sin embargo, no se ha estudiado en detalle cómo de 

involucrada está la FAO durante el proceso de adquisición de resistencia a los MAPKi. 

Para ello, se incluyó en el diseño del protocolo de los ensayos de formación de colonias 

con resistencia adquirida, diferentes regímenes de tratamiento utilizando tres 

inhibidores de la FAO. Por un lado, Thioridazina (THIO) que es un inhibidor de la FAO en 

el peroxisoma (Van den Branden, C. et al., 1985); Etomoxir (ETO), inhibidor de CPT1A 

(Lopaschuk, GD. et al., 1989), que es el transportador de la membrana mitocondrial que 

introduce los ácidos grasos a la matriz mitocondrial y Ranolazina (RANO) que inhibe la 

FAO en la mitocondria (McCormack, JG. et al., 1998). 

De esta forma, adicionalmente al tratamiento con BRAFi, las células A375 fueron 

tratadas con los inhibidores de FAO cada una de las semanas en las que se divide el 

ensayo de resistencia adquirida, renovando los fármacos semanalmente hasta la 

confluencia de las células control tratadas con el vehículo DMSO. El resultado de este 

ensayo fue que los tres fármacos reducían significativamente el establecimiento de 

colonias A375 resistentes a BRAFi (Figura 18) indicando que la FAO es relevante para las 

células de melanoma A375 durante el establecimiento de la resistencia adquirida al 

BRAFi. 
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Figura 18. Ensayo de resistencia adquirida a BRAFi (VEM) en células A375 tratadas con 
Thioridazina (THIO), Etomoxir (ETO) y Ranolazina (RANO) desde la primera semana hasta el 
final del experimento. A) Arriba, esquema de los tratamientos realizados en el ensayo de 
resistencia adquirida. Abajo, colonias de A375 con resistencia adquirida a VEM tratadas con 
THIO (2 µM), ETO (100 µM) y RANO (100 µM) durante cinco semanas. B) Cuantificación relativa 
del número de células (%) del ensayo de resistencia adquirida representado en A) para cada uno 
de los tratamientos con los inhibidores de FAO respecto al tratamiento con el vehículo DMSO 
(D) como control (n=3 réplicas biológicas). 

 

Adicionalmente, como la FAO ha sido previamente relacionada con la fase inicial de 

tolerancia farmacológica a BRAFi (Aloia, A. et al., 2019 y Shen, S. et al., 2020), se 

esperaba que la inhibición de ésta en las primeras semanas de nuestro ensayo de 

adquisición de resistencia en A375 podría ser más efectiva. A partir de este momento, 

los tratamientos se realizaron sólo con RANO ya que es un fármaco aprobado por la FDA 

y podría tener mayor potencial traslacional, y con ETO como control porque ha sido 

previamente usado en este contexto (Aloia, A. et al., 2019). De esta forma, los regímenes 

de tratamiento se centraron sólo en las tres primeras semanas del ensayo, tanto en cada 

una de las semanas por separado como de forma acumulada (desde la P hasta la 2). 

Como muestra la Figura 19, el tratamiento con ETO no fue efectivo al añadirlo en las 

primeras semanas del ensayo mientras que la RANO redujo significativamente el 

establecimiento de colonias resistentes. Además, este análisis también se realizó 

tratando en la etapa final del experimento, es decir, en las semanas 3 y 4 tanto de forma 

individual como acumulada. El resultado obtenido en este caso fue que tanto ETO como 

RANO reducían significativamente el crecimiento de las colonias resistentes (Figura 19-



Resultados 

 128 

B) indicando que la FAO no sólo es importante en las etapas iniciales de respuesta a los 

MAPKi sino también en la etapa final donde se da la adquisición de resistencia. 

 

Figura 19. Cuantificación relativa (%) del número de células del ensayo de resistencia adquirida 
a BRAFi (VEM) tratadas con Etomoxir (ETO, izquierda) y Ranolazina (RANO, derecha) en A) la 
etapa inicial del ensayo, desde la semana P hasta la semana 2 añadiendo ETO y RANO a 100 µM 
semanalmente de forma individual y acumulada y B) añadiendo los inhibidores de FAO en la 
etapa final del ensayo, semana 3 y 4. Cálculo del porcentaje respecto al control tratado con el 
vehículo DMSO (n=3 réplicas biológicas). 

 

Estos resultados sugieren que la FAO es relevante y está aumentada durante todo el 

transcurso del tratamiento con BRAFi y, por tanto, durante todo el proceso de 

adquisición de resistencia al mismo. Por ello, se analizaron en nuestro modelo 

experimental los genes enumerados en el apartado anterior y que se clasificaban en 

estados de melanoma, FAO y glucólisis (Figura 20). Así, se analizó la expresión de los 

mismos mediante RT-qPCR en las células obtenidas a partir de cada semana posterior a 

la semana P, es decir, aquellas células que eran tratadas con la dosis baja de VEM (0.5 
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µM) en la semana 1, 2, 3 y 4 así como las células A375VR, las cuales fueron obtenidas 

tras el cultivo posterior y ya presentan establecida la resistencia adquirida al BRAFi. 

 

Figura 20. Análisis de expresión génica por RT-qPCR de los genes indicados en las células 
obtenidas de la semana 1, 2 y 3 tratadas con VEM 0.5 µM y las células VR del ensayo de 
formación de colonias con resistencia adquirida a BRAFi (#9.0). Expresión relativa (log2) 
calculada en comparación con las A375 parentales y con el gen de expresión endógena 18S (n=3 
réplicas). 

 

Tal y como muestra la Figura 20 por el análisis de expresión de DUSP6, la ruta de las 

MAPKi se encontraba reactivada a partir de la semana 2 ya que su expresión se aumenta 

de forma significativa y esto se mantiene hasta el final del experimento y en las células 

VR. 

Además, respecto a los estados de melanoma y los diferentes genes que los 

representan, todos ellos mostraron un comportamiento de acuerdo con lo descrito. 

MITF, NGFR y CD36 se mantenían inducidos durante todo el transcurso del tratamiento, 

mientras que AXL presentó niveles bajos. En cuanto a los genes involucrados en la FAO 

mitocondrial y del peroxisoma, todos ellos muestran una inducción generalizada que se 

mantiene a lo largo de todas las semanas del experimento estudiadas, así como en las 

células VR (Figura 20), lo cual indicaba que la FAO es un proceso relevante para las 

células de melanoma bajo el tratamiento con BRAFi y en el establecimiento de la 

resistencia adquirida. Por otro lado, los marcadores de glucólisis en general se 

encontraban con niveles bajos de expresión, pero éstos son revertidos 

aproximadamente a las dos semanas de haber obtenido las células persister (Figura 20). 

Sin embargo, mientras que estos marcadores de glucólisis muestran heterogeneidad 

entre los experimentos #7.0 y #9.0, la expresión de los reguladores de FAO durante la 

adquisición de resistencia al BRAFi es constante en ambos (Figura 20 y 21). También, es 
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conveniente destacar que algunos de los reguladores de glucólisis tienen una expresión 

reducida en las células VR como GPI, ENO1 y PKM2 contradiciendo la reactivación de la 

glucolisis descrita para las células con resistencia adquirida, sin embargo, esto no ocurre 

en los genes de FAO los cuales se mantienen con una expresión elevada (Figura 20 y 21), 

sugiriendo un aumento del metabolismo lipídico en las células A375VR, resistentes a 

BRAFi. 

 

Figura 21. Análisis de expresión génica por RT-qPCR de los genes indicados en las células 
obtenidas de la semana 1, 2 y 3 tratadas con VEM 0.5 µM del ensayo de formación de colonias 
con resistencia adquirida a BRAFi (#7.0). Expresión relativa (log2) calculada en comparación con 
las A375 parentales y con el gen de expresión endógena 18S (n=3 réplicas). 

 

3. Análisis lipidómico de las células A375VR 

Debido a la importancia que el metabolismo y, especialmente, el metabolismo lipídico 

parece tener en las células de melanoma durante el proceso de resistencia adquirida a 

BRAFi, se realizó un análisis lipidómico de las células A375VR comparando con el 

lipidoma de las células A375 parentales. Este análisis confirmó que las células VR 

presentan un metabolismo lipídico alterado con un incremento en diferentes tipos de 

ácidos grasos y lípidos (Figura 22), de acuerdo con lo observado previamente sobre la 

relevancia que la FAO tiene en las células persister (Shen, S. et al., 2020). 
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Figura 22. Estudio lipidómico de las células A375VR en comparación con las A375 parentales. 
A) Representación gráfica de Volcano de las diferencias obtenidas (Fold change) entre las células 
VR y A375 parentales. En el eje X se localizan los valores de Fold change y en el eje Y los valores 
de significancia (p). En rojo se muestran los tipos lipídicos con una abundancia diferencialmente 
mayor en las células VR en comparación a las A375 parentales y en azul las de menor. B) 
Representación en gráficos de barras para mostrar las diferencias entre cuatro tipos lipídicos 
distintos: ChE (éster de colesterol), TG (triglicéridos), MG (monoglicéridos), DG (diglicéridos) y 
LPC (Lisofosfatidilcolina). 

 

Como indica la Figura 22, las células VR presentan una mayor cantidad de moléculas 

lipídicas como éster de colesterol (ChE), monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG) y 

triglicéridos (TG) sugiriendo que estas células recurren en mayor medida al metabolismo 

lipídico en comparación con las células parentales. 

Al incluir en el estudio lipidómico las células VR RANO, las células resultantes del cultivo 

tras el tratamiento con Ranolazina junto al BRAFi durante el desarrollo de la resistencia 

adquirida en el ensayo de colonias, se observan perfiles lipídicos muy diferentes entre 

las células parentales, VR y las VR RANO (Figura 23). 

Analizando los tres perfiles lipídicos, se identifican dos clústeres bien diferenciados. Por 

un lado, el clúster compuesto principalmente por ceramidas (Hex2Cer), triglicéridos (TG) 

y fosfatidiletanolaminas (PE), que se encuentran principalmente aumentados en las 

células VR mientras que apenas están presentes en las células parentales y VR_RANO. 

El segundo clúster, está compuesto por fosfatidilcolinas (PC) principalmente y se 

encuentra más enriquecido en las células VR RANO (Figura 23).  
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Figura 23. Análisis lipidómico comparativo entre las tres poblaciones celulares A375 
parentales, A375VR y A375 VR-RANO. A la izquierda se representa en Heatmap las 500 especies 
lipídicas más significativamente diferenciadas (analizadas por ANOVA) en las tres poblaciones 
coloreado como se indica en la leyenda siendo rojo las especies de mayor abundancia y en azul 
las de menor. A la derecha, se identifican dos clústeres diferenciados por el aumento o descenso 
de especies lipídicas en las tres poblaciones. Arriba, se indican las de mayor presencia en las 
células VR: Hexosil-2-ceramidas (Hex2Cer), TG (triglicéridos) y fosfatidil-etanolaminas (PE) y 
abajo las de las VR_RANO: fosfatidil-colinas (PC) (n=4 réplicas biológicas). 
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Así pues, el BRAFi promueve cambios en el lipidoma de las células VR aumentando la 

presencia de una gran cantidad de especies lipídicas, observado al comparar su lipidoma 

con el de las células parentales. Esto explicaría la relevancia que el metabolismo lipídico 

tiene en estas células. La Ranolazina por su parte revierte muchos de los cambios 

inducidos por el BRAFi en las células resistentes a BRAFi y, además, se enriquece en otras 

especies lipídicas (PC) muy poco representadas en las VR (Figura 23). 

 

4. Análisis metabólico de las células A375VR 

Dada la importancia que el metabolismo de lípidos parece tener en las células VR, se 

completó el estudio metabólico mediante el análisis de la respiración mitocondrial en 

estas células utilizando la tecnología Seahorse. 

 

Figura 24. Análisis del flujo metabólico mediante la tecnología Seahorse en las células VR y 
A375 parentales. A) Perfil del OCR (Ratio de Consumo de Oxígeno) en las células A375 (azul) y 
A375 VR (rojo) tras la adición secuencial de Oligomicina (oligo), FCCP (carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona) y R+A (Rotenona + Antimicina A). B) Representación del OCR 
basal respecto al ECAR (Ratio de Acidificación Extracelular) basal en las células A375 parentales 
(azul) y VR (rojo). C) OCR en representación de la respiración basal, máxima y producción de ATP 
en las células A375 y A375 VR (n=3 réplicas biológicas). 

 

Como se observa en la figura 24-A, el consumo de oxígeno, representado como OCR, se 

encontró más elevado en las células VR comparado con las A375 parentales indicando 

una mayor respiración mitocondrial. Además, enfrentando los ratios de OCR frente al 

ECAR, el cual indica la tasa glucolítica medida por la acidificación del medio, las A375 

parentales resultaron tener un perfil bioenergético mucho más glucolítico que las VR. 

Éstas mostraron de nuevo una mayor tasa de OXPHOS. Las VR muestran un aumento en 



Resultados 

 134 

la actividad mitocondrial ya que tanto la respiración basal como la máxima, así como la 

producción de ATP eran significativamente elevadas (Figura 24-B, C). 

Por otra parte, para analizar más en detalle cómo el inhibidor del transporte 

mitocondrial de FAs, Etomoxir, y el de la FAO mitocondrial, Ranolazina, impactaban en 

la respiración mitocondrial se realizaron los correspondientes análisis utilizando la 

misma tecnología Seahorse para analizar los perfiles bioenergéticos de las células VR y 

A375 parentales bajo el tratamiento con los mismos. 

La inhibición del transportador mitocondrial CPT1A mediante Etomoxir (ETO: 20 µM, 1 

hora) resultó en una reducción de la respiración basal mitocondrial, así como de la 

producción de ATP tanto en las células VR como en las A375 parentales comparado con 

el vehículo, DMSO, como control (Figura 25-A, B). Sin embargo, cuando se tratan 

diariamente con ETO 20 µM, esto tiene un leve impacto en la proliferación de las células 

parentales, mientras el crecimiento celular de las A375VR se ve significativamente 

reducido (Figura 25-C). Esto indica una vez más la relevancia que la FAO mitocondrial 

tiene en estas células. 

 

Figura 25. Análisis del flujo metabólico mediante la tecnología Seahorse en las células VR y 
A375 parentales tratadas con Etomoxir 20 µM. A) Perfil del OCR (Ratio de Consumo de Oxígeno) 
en las células A375 VR (rojo) y A375 parentales (gris) en ausencia y presencia de ETO 20 µM 

durante 1h con la adición secuencial de Oligomicina (oligo), FCCP (carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona) y R+A (Rotenona + Antimicina A). B) OCR en representación de la 
respiración basal, máxima y producción de ATP en las células A375 y A375 VR tratadas con ETO 
20 µM durante 1h. C) Proliferación relativa (%) de las células A375 y VR con dosis diarias de ETO 
20 µM respecto al tratamiento control con el vehículo DMSO (n=3 réplicas biológicas). 

 

La diana específica de Etomoxir (CPT1A) está bien establecida (Lopaschuk, GD. et al., 

1989), sin embargo, la diana de la ranolazina, considerado un inhibidor de la FAO 

mitocondrial en el contexto del metabolismo lipídico, no está bien definida (Kaplan, A. 
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et al., 2022 y McCormack, J. G. et al., 1996). La Ranolazina, es un fármaco actualmente 

aprobado por la FDA para el tratamiento de angina de pecho crónica que bloquea 

selectivamente la corriente tardía de sodio en los miocitos cardiacos actuando sobre el 

canal de sodio dependiente de voltaje Nav1.5 (SCN5A) (Kaplan, A. et al., 2022). Aun así, 

tal y como muestran los resultados de la lipidómica indicados anteriormente, el 

tratamiento con Ranolazina revierte en las células A375VR la mayor parte de los cambios 

inducidos en el lipidoma por el BRAFi (Figura 23).  

Por todo ello, se analizó el perfil bioenergético mediante Seahorse en las células VR y 

A375 parentales bajo el tratamiento durante 1 hora con Ranolazina a 10 y 100 µM, 

usando el vehículo DMSO como control (Figura 26). 

 

Figura 26. Análisis del flujo metabólico mediante la tecnología Seahorse en las células VR y 
A375 parentales tratadas con Ranolazina 10 µM. A) Perfil del OCR (Ratio de Consumo de 
Oxígeno) en las células A375 VR (rojo) y A375 parentales (gris) en ausencia y presencia de RANO 
10 µM durante 1h con la adición secuencial de Oligomicina (oligo), FCCP (carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona) y R+A (Rotenona + Antimicina A). B) OCR en representación de la 
respiración basal, máxima y producción de ATP en las células A375 y A375 VR tratadas con RANO 
10 µM durante 1h y C) 100 µM durante 1h.  (n=3 réplicas biológicas). 

 



Resultados 

 136 

La Ranolazina (RANO) a 10 µM inhibe de forma eficaz la corriente de sodio en los 

miocitos (Antzelevitch, C. et al., 2004) pero no tiene efecto en el consumo de oxígeno 

de las células A375 parentales (Figura 26-A, B). Sin embargo, en las células VR, la 

respiración mitocondrial presentó niveles significativamente más reducidos con esta 

dosis de RANO tanto a nivel basal, como las tasas máximas y la producción de ATP 

(Figura 26-B). Esto indica que, aunque la diana específica en este contexto no esté 

determinada, se reduce selectivamente la respiración mitocondrial en células donde la 

inhibición de BRAF induce un aumento de FAO. Adicionalmente, cuando la RANO se 

añade en la dosis utilizada en los ensayos de resistencia adquirida al BRAFi, 100 µM, se 

mantiene la reducción en la respiración mitocondrial basal, máxima y en la producción 

de ATP no solo en las células VR sino también en las A375 parentales (Figura 26-C) al 

igual que ocurría con el tratamiento con ETO 20 µM (Figura 25-B). 

En cuanto a la proliferación de las células bajo el tratamiento con RANO, cuando ésta se 

añade diariamente a 10 µM, se reduce significativamente la propagación de las células 

VR pero no en las A375 parentales, siendo todavía más evidente utilizando una dosis a 

25 µM (Figura 27-A). 

 

Figura 27. Representación de la proliferación celular bajo el tratamiento con ETO y RANO. 
Cuantificación relativa (%) de las células A375 parentales (azul) y VR (rojo) con A) dosis diarias 
de RANO 10 y 25 µM con DMSO como control y B) dosis semanales de 100 µM y VEM 0,5 µM 
(BRAFi) con DMSO como control. C) Cuantificación relativa (%) de las células WM9 parentales 
(gris) y WM9VR (rojo) con dosis semanales de RANO 50 y 100 µM con DMSO como control. D) 
Cuantificación relativa (%) de las células WM9VR (rojo) con dosis diarias de RANO 25 µM con 
DMSO como control. (n=3 replicados biológicos). 
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Por otra parte, cuando se añade RANO 100 µM semanalmente al igual que en los 

ensayos de resistencia adquirida del inicio, la proliferación de las A375 parentales se 

mantiene igual que con la dosis de 10 o 25 µM ya que no se ven afectadas, mientras que 

el crecimiento de las VR se ve significativamente reducido. Adicionalmente, cuando 

además de la RANO también se trata a las células parentales con el BRAFi (VEM 0,5 µM), 

la proliferación celular también se encontró, al igual que en las VR, significativamente 

reducida (Figura 27-B). 

Todo ello en conjunto sugiere que, la energía obtenida de la fosforilación oxidativa en 

las células A375 parentales glucolíticas, contribuye en menor medida a la proliferación 

celular. Sin embargo, la adición del BRAFi, el cual inhibe glucólisis, potencia la 

sensibilidad de las células A375 a la RANO (Figura 27-B). El efecto selectivo de la RANO 

en las células A375VR sobre las parentales, así como el retraso en el establecimiento de 

colonias resistentes a BRAFi, también se observó en otras líneas celulares de melanoma 

humano con la mutación en BRAFV600E, como WM9 (Figura 27-C, D). En las células 

WM9VR, obtenidas de un ensayo de adquisición de resistencia similar al descrito para 

las A375VR, tanto la dosis semanal de RANO (50 y 100 µM) comparado con las 

parentales (Figura 27-C), como la dosis diaria a 25 µM (Figura 27-D), reducen 

significativamente la proliferación celular comparado con el control tratado con el 

vehículo DMSO. 

Por último, los ensayos de resistencia adquirida a los BRAFi también se hicieron en otras 

líneas celulares de melanoma portadoras de la mutación en BRAF tanto humanas, 

501mel, como murinas, 5555, YUMM1.7 y FCT1 (ver las concentraciones utilizadas y 

condiciones de cada uno de los ensayos en la Tabla 4 del apartado 1.3. de Materiales y 

Métodos). El resultado obtenido en todas ellas fue similar al observado para las A375 

(Figura 28), ya que la RANO retrasó el establecimiento de colonias resistentes a BRAFi 

especialmente en las líneas celulares de melanoma de ratón. 
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Figura 28. Ensayos de resistencia adquirida a MAPKi. A) Ensayo de resistencia adquirida a BRAFi 
(VEM) en las líneas celulares 501mel (humana), 5555, YUMM1.7 y FCT1 (murinas) tratadas con 
RANO a 50 y 100 µM desde el comienzo del ensayo renovando el fármaco semanalmente. B) 
Ensayo de resistencia adquirida a BRAFi (VEM) y MEKi (Trametinib) en las células A375 tratadas 
con RANO 100 µM comenzando el tratamiento en la semana P (SP), semana 1 (S1) o semana 2 
(S2) renovando los fármacos semanalmente. Arriba, esquema del tratamiento por semanas y 
resultado del ensayo tras la fijación y tinción de las células con Cristal Violeta. Abajo, 
cuantificación del número de células relativo (%) respecto al control tratado con el vehículo 
DMSO. (n=3 réplicas biológicas) 

 

Ya que en clínica el tratamiento con terapias dirigidas consiste en la combinación de 

inhibidores de BRAF y MEK, se realizó el mismo ensayo de resistencia adquirida diseñado 

para el BRAFi en las células A375, pero esta vez añadiendo también Trametinib (TRAM) 

(ver las concentraciones utilizadas y las condiciones del ensayo en la Tabla 4 del 

apartado 1.3. de Materiales y Métodos). El resultado obtenido fue que la RANO reducía 

de forma significativa el establecimiento de colonias resistentes a BRAFi+MEKi en las 

tres condiciones estudiadas, siendo más eficaz cuando el tratamiento comenzó en la 

primera semana (semana P) (Figura 28-B), momento en el que se establecen las células 

persister. 

 

5. Relevancia de la FAO en tumores de melanoma y ensayos in vivo 

Los datos obtenidos hasta el momento indicaban que el incremento de la FAO ocurre 

como un evento mantenido durante el desarrollo de la resistencia adquirida a MAPKi. 

Por ello, mediante el análisis de diferentes datasets públicos de expresión génica como 
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GSE61992 (Zheng, GX. et al., 2017) y GSE50509 (Butler, A. et al., 2018), se analizaron las 

diferencias de expresión de diferentes genes de FAO entre los tumores de pacientes 

antes y después de haber sido tratados con MAPKi, así como una vez progresaron. 

 

Figura 29. Análisis comparativo de expresión génica en tumores de pacientes que han 
progresado en tratamiento con BRAFi. A) Análisis de expresión de los genes indicados en 
muestras de tumores de dos pacientes (P1 y P10) antes, durante y en el momento de progresión 
bajo el tratamiento con MAPKi (GSE61992). B) Análisis de expresión de los genes indicados en 
31 muestras de tumores de 21 pacientes (GSE50509) comparando las muestras de antes del 
tratamiento con las del momento de progresión bajo el tratamiento con BRAFi. El número de 
tumores en aquellos pacientes con más de un tumor se indica entre paréntesis.  

 

Como se observa en la Figura 29, los tumores tienen una elevada expresión de diversos 

genes involucrados en la FAO no solo en la fase inicial del tratamiento (Figura 29-A) sino 

también cuando han progresado (Figura 29-A, B). Los genes de FAO analizados están 

involucrados tanto en la FAO mitocondrial como en la FAO del peroxisoma. Además, se 

muestra la expresión de los genes MITF y AXL los cuales determinan según sus patrones 

de expresión la predominancia de fenotipos celulares asociados a resistencia a los 

MAPKi como son AXLhigh/MITFlow o AXLlow/MITFhigh. En la Figura 29-B se puede observar 

como aquellos tumores con un fenotipo u otro de resistencia presentan un aumento de 

expresión en distintos genes, pero todos asociados a FAO. 

Por otro lado, también se incluyó en este análisis la expresión de NGFR, principal 

marcador de la subpoblación NCSC previamente descrita en la introducción, la cual está 

definida como la causante de las recidivas de los pacientes tratados con terapias 

dirigidas e inmunoterapias (Rambow, F. et al., 2018). Aquellos tumores con una elevada 
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expresión de este marcador correlacionaban con alta expresión de varios de los genes 

de FAO analizados (Figura 29-B). 

 

Figura 30. Análisis comparativo de expresión de genes asociados a FAO con genes asociados a 
resistencia a MAPKi en tumores de pacientes que han progresado. A) Análisis de correlación 
de Pearson de los Fold change de la expresión entre los genes reguladores de FAO indicados y 
los marcadores MITF, AXL y NGFR, en los tumores de pacientes que han progresado al 
tratamiento con MAPKi comparado con las muestras de antes del tratamiento (GSE50509). B) 
Expresión en Fold Change (log2) de los genes indicados en los grupos de pacientes estratificados 
por alta o baja expresión de MITF. 

 

Analizando más en detalle la expresión de los tres marcadores asociados a resistencia a 

MAPKi citados arriba, MITF, AXL y NGFR, y la expresión de los diferentes genes asociados 

a FAO mediante el análisis de correlación de Pearson, se observó que una mayor 
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expresión de MITF correlaciona de forma muy significativa con una mayor expresión de 

ACADM, EHHADH, ACAT1 y ACOX1 (r de Pearson= 0,7539, 0,06812, 0,6923 y 0,6368, 

respectivamente). NGFR correlaciona muy significativamente con ACOT11 (r=0,519), 

ECH1 (r=0,5341), ACADVL (r=0,4084) y ACOT8 (r=0,5536) y AXL correlaciona 

significativamente con HADHA, ECH1, ACADVL y ACOT4 (r= 0,4075, 0,375, 0,4078 y 

0,4043, respectivamente) (Figura 30-A). 

Adicionalmente, y en línea con lo mostrado en la Figura 29-B, si se analizan las 

diferencias de expresión (Fold change) en las muestras de los tumores que han 

progresado antes y después de ser tratados con BRAFi pero, en este caso, separando a 

los pacientes con tumores de alta o baja expresión de MITF, vemos como genes 

asociados a la FAO muestran un aumento significativo en su expresión, aunque son 

distintos entre ambos grupos (Figura 30-B). 

Por todo el conjunto de los resultados in vitro e in silico obtenidos, que parecen reflejar 

lo observado en clínica en pacientes con melanoma, se quiso estudiar la eficacia in vivo 

de la RANO en combinación con BRAFi en un modelo animal.  

Para la realización de estos ensayos, tal y como se detalla en el apartado 5.1 

Experimento in vivo con A375 y terapias dirigidas (BRAFi, VEM), se utilizaron ratones 

machos y hembras inmunodeprimidos, FOXn1nu/ FOXn1nu, en los que se inyectaron de 

forma subcutánea las células A375. Cuando comenzaron a surgir los tumores, los 

ratones fueron separados en tres grupos de tratamiento: Control (PBS), RANO y VEM. El 

grupo VEM presentaba el doble de animales porque una vez que los tumores dejaron de 

responder al tratamiento por la adquisición de resistencia al BRAFi, se comenzó con el 

tratamiento en combinación con RANO en la mitad de ellos, mientras que la otra mitad 

continuó sólo con VEM. 

El tratamiento de combinación con BRAFi/RANO redujo significativamente el 

crecimiento de tumores que desarrolaban resistencia a VEM (Figura 31-A, C, D) y 

aumentando la supervivencia libre de progresión (Figura 31-B). 

En relación con esto, en un trabajo anterior mostraron que tras tres semanas de 

tratamiento con ETO, aumentaba el crecimiento de los tumores de A375 en ratones 
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(Aloia, A. et al., 2019). Sin embargo, en nuestros ensayos el crecimiento de los tumores 

no se vio alterado por el tratamiento con RANO durante cuatro semanas en comparación 

al grupo control (Figura 31-C).  

 

Figura 31. Ensayo in vivo con células A375 en ratones hembra inmunodeprimidos tratados con 
VEM y RANO. A) Curvas de crecimiento representando cada tumor de forma individual en los 
ratones hembra tratados con BRAFi (izquierda) desde el día 7 post-inyección (flecha) y la 
combinación BRAFi/RANO (derecha), que comenzó 28 días post-inyección (flecha). Se considera 
progresión de los tumores cuando el volumen tumoral duplica el del día 7 post-inyección (línea 
discontinua). B) Curvas Kaplan-Meier de la supervivencia libre de progresión (%) de los ratones 
hembra tratados como indica. C) Curvas de crecimiento tumoral promedio de los ratones 
hembra tratados como se indica (n=12 tumores por grupo, excepto RANO que es n=14 tumores). 
D) Volumen tumoral a tiempo final de los tumores de ratones hembra en el día 40 y 44 post-
inyección tratados con BRAFi o BRAFi/RANO (combo). 

 

En la Figura 31 se muestran los resultados del ensayo in vivo realizado en ratones 

hembra, pero como se ha mencionado anteriormente, este ensayo también se realizó 

siguiendo estrictamente el mismo protocolo con ratones macho. El resultado en este 

caso fue similar ya que de nuevo la combinación BRAFi/RANO retrasaba el crecimiento 

de los tumores en comparación al tratamiento con sólo BRAFi (Figura 32-A, C, D) y se 

mejoraba significativamente la supervivencia de los ratones (Figura 32-B).  
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Figura 32. Ensayo in vivo con las células A375 en ratones macho inmunodeprimidos tratados 
con VEM y RANO. A) Curvas de crecimiento representando cada tumor de forma individual en 
los ratones macho tratados con BRAFi (izquierda) desde el día 8 post-inyección (flecha) y la 
combinación BRAFi/RANO (derecha), que comenzó 23 días post-inyección (flecha). Se considera 
progresión de los tumores cuando el volumen tumoral duplica el del día 8 post-inyección (línea 
discontinua). B) Curvas Kaplan-Meier de la supervivencia libre de progresión (%) de los ratones 
macho tratados como indica. C) Curvas de crecimiento tumoral promedio de los ratones macho 
tratados como se indica (n=13 tumores control, 14 tumores en RANO y BRAFi/RANO y 16 en 
BRAFi). D) Volumen tumoral a tiempo final de los tumores de ratones macho en el día 34 y 35 
post-inyección, tratados con BRAFi o BRAFi/RANO (combo). 

 

De los tumores obtenidos en los ensayos in vivo se aisló ARNm de todos los grupos de 

tratamiento para realizar análisis de expresión de diferentes genes. Ya que tanto en 

pacientes como en las células VR se observó un aumento de la expresión de genes 

involucrados en FAO, también se quiso analizar la expresión de estos genes en los 

tumores del ensayo mediante RT-qPCR. 

En este análisis génico se vio que los tumores que progresaron bajo el tratamiento con 

BRAFi mostraban niveles más altos de expresión de los genes reguladores de FAO en 

comparación al tratamiento con el vehículo (Figura 33). Sin embargo, los tumores que 

mantuvieron su crecimiento inhibido por el tratamiento en combinación con RANO 

(resp, Figura 33) generalmente presentaban revertido ese aumento de expresión. Por el 

contrario, si se analiza la expresión de estos genes en los tumores que progresaron con 
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BRAFi/RANO (prog, Figura 33) se observa como de nuevo la expresión de los genes 

reguladores de FAO se encuentra aumentada. 

 

Figura 33. Análisis de expresión mediante qPCR de los tumores A375 del ensayo in vivo 
realizado con ratones hembra tratados como se indica. Grupo control y BRAFi con 8 tumores y 
para el grupo BRAFi/RANO, 4 tumores respondedores (resp) y 4 que progresaron (prog). 
Expresión relativa (log2) calculada respecto al grupo control (veh) y con el gen de expresión 
endógena 18S (n=3 réplicas). 

 

Además de los genes reguladores de FAO (PPARGC1A, PPARA, ACOX1, EHHADH, CPT1A, 

ACADS y CD36) también se incluyeron en el análisis genes reguladores de glucólisis como 

GLUT3, HK2, GPI, ENO1 y PKM2. Algunos de ellos presentan una expresión levemente 

reducida en los tumores que han progresado y han sido tratados con BRAFi mientras 

que los tratados con la combinación BRAFi/RANO y han progresado (prog, Figura 33) 

parecen tener esa reducción revertida. Los tumores respondedores (resp, Figura 33) al 

tratamiento en combinación no muestran una tendencia clara. 



Resultados 

  145 

Por otro lado, para analizar en detalle el estado de activación de la ruta de las MAPK en 

estos tumores se analizaron los niveles de expresión de DUSP6. Los tumores que 

progresaron al tratamiento con BRAFi mostraban una reactivación de la ruta de las 

MAPK ya que la expresión de DUSP6 está aumentada (Figura 34-A). Sin embargo, los 

tumores que respondieron al tratamiento con BRAFi/RANO mantenían de forma eficaz 

la ruta inactiva ya que los niveles de expresión de DUSP6 son bajos y, por el contrario, 

los tumores que progresaron tenían la expresión de DUSP6 totalmente recuperada 

(Figura 34-A). 

 

Figura 34. Análisis por qPCR de DUSP6, MITF, NGFR y AXL en los tumores de los ratones hembra 
del ensayo in vivo tratados como se indica. A) Análisis de la expresión relativa de DUSP6 en los 
tumores. B) Análisis de expresión relativa de MITF, NGFR y AXL en los tumores. Expresión relativa 
(log2) calculada respecto al grupo control (veh) y con el gen de expresión endógena 18S. (n=3 
réplicas) 

 

En general, estos resultados sugieren que los tumores que han reactivado la ruta de las 

MAPK pueden sobrellevar el tratamiento con BRAFi y progresar al igual que los que 

progresaron con la combinación de tratamiento BRAFi/RANO, los cuales además han 

reactivado glucólisis e inducido la expresión de genes reguladores de FAO.  

Por otra parte, los tumores que progresaron con el BRAFi presentaron heterogeneidad 

en relación a los marcadores de los distintos estados transcripcionales conocidos en 
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melanoma ya que parecen presentar diferentes poblaciones con una mayor o menor 

expresión de genes como MITF, NGFR o AXL (Figura 34-B). Cabe destacar que, mientras 

que los tumores respondedores bajo el tratamiento con BRAFi/RANO (resp) presentaron 

cambios más moderados en cuanto a la expresión de estos marcadores, los tumores que 

progresaron mostraron un leve re-establecimiento semejante a lo observado en los 

tratados con BRAFi (Figura 34-B). 

Adicionalmente, los tumores procedentes de los ratones tratados con BRAFi y 

BRAFi/RANO que progresaron fueron procesados y cultivados in vitro para establecer 

líneas celulares con el objetivo de realizar ensayos de proliferación. Así, utilizando las 

células A375 parentales como control, las células establecidas a partir de los tumores 

mencionados se trataron con VEM 0,5 µM y RANO 100 µM y el vehículo DMSO como 

control hasta alcanzar la confluencia en el pocillo, momento en el que las células se 

fijaron y tiñeron con Cristal Violeta.  

 

Figura 35. Cuantificación relativa del número de células relativo (%) del ensayo de formación 
de colonias con el cultivo celular de los tumores que progresaron con BRAFi o BRAFi/RANO del 
ensayo in vivo tratados con BRAFi en ausencia (DMSO, -) o presencia de RANO. Análisis relativo 
con respecto al tratamiento control DMSO (n=3 réplicas biológicas). 

 

Como muestra la Figura 35, líneas celulares de ambos tipos de tumores, BRAFi y 

BRAFi/RANO, mostraron resistencia al tratamiento con BRAFi en comparación a la 

sensibilidad observada en las A375 parentales utilizadas como control. Sin embargo, el 

tratamiento con RANO en las células procedentes de los tumores que progresaron con 

BRAFi, presentaron una proliferación significativamente menor, indicando una mayor 

sensibilidad a la inhibición de la FAO. Por el contrario, las células procedentes de los 
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tumores BRAFi/RANO que progresaron mostraron resistencia al tratamiento con RANO 

in vitro. 

En definitiva, la FAO es un proceso clave no sólo en la respuesta inicial a los MAPKi o en 

la adquisición de resistencia a los mismos, sino que también es necesaria para la 

progresión tumoral provocando las recaídas en los pacientes. 

 

6. Análisis Single-Cell RNAseq (scRNAseq): estados transcripcionales de 

melanoma en las células A375, A375VR y A375 VR_RANO 

Para entender más en detalle como la RANO modula la adquisición de resistencia a 

BRAFi a nivel molecular, se realizó un estudio de Single-Cell RNAseq (scRNAseq) en las 

células A375 parentales, en las células VR procedentes del ensayo de adquisición de 

resistencia tratadas sólo con VEM y en las células VR_RANO procedentes del mismo 

ensayo, pero tratadas además de con VEM con RANO (Figura 36-A).  

La representación bidimensional de cada uno de los transcriptomas de las células 

procedentes de dos réplicas experimentales identifica tres compartimentos diferentes 

correspondientes casi en su totalidad a la población celular A375 parentales, VR y 

VR_RANO (Figura 36-B). Adicionalmente, cada una de las poblaciones fue caracterizada 

con diferentes clústeres de Seurat específicos sumando un total de 16 clústeres 

repartidos entre las tres poblaciones (Figura 36-C). 
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Figura 36. Estudio Single-Cell RNAseq (scRNAseq) en las células A375 parentales, A375VR y 
VR_RANO. A) Esquema del procedimiento de obtención de las células VR y VR_RANO a partir 
del ensayo de formación de colonias con resistencia adquirida a BRAFi. B) Representación UMAP 
en los colores indicados tras el análisis de los transcriptomas de 10 133 células procedentes de 
dos experimentos distintos (rep1 y rep2) de cada una de las tres poblaciones celulares. C) 
Representación UMAP de la distribución de los clústeres de Seurat por colores y números, 
identificados en el análisis de las tres poblaciones celulares: parental, VR y VR_RANO. 

El análisis de cada una de las células de forma individual permite establecer si la RANO 

impacta en los distintos estados transcripcionales conocidos en melanoma, 

mencionados en apartados anteriores (Rambow, F. et al., 2018). Así, podemos saber si 

la RANO impacta en la modulación de las actividades metabólicas y, con ello, si esto 

puede influir finalmente en el proceso de resistencia adquirida al BRAFi. Para ello, las 

tres poblaciones fueron caracterizadas mediante análisis de enriquecimiento (test 

hipergeométrico) que comparaban los genes marcadores más expresados con aquellos 

descritos previamente por Rambow (Rambow, F. et al., 2018) para cada estado 

transcripcional de melanoma. El resultado fue que el estado proliferativo, invasivo, el de 

actividad mediada por MITF y el NCSC estaban enriquecidos en cada población celular 

de una forma determinada (Figura 37-A). 
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Como muestra la Figura 37-A, el estado más representativo de la población de células 

parentales es el proliferativo aunque también presenta células del estado invasivo. En 

cuanto a las células resistentes a BRAFi (VR), el estado NCSC, el invasivo y el de actividad 

mediada por MITF son los estados significativamente más enriquecidos (Figura 37-A). 

En el caso de las células VR_RANO, el estado que predomina es el de actividad de MITF 

seguido por el invasivo y, lo más interesante que resultó de este análisis fue que el 

estado más representado en las células VR, el NCSC, en las células VR_RANO no está 

enriquecido significativamente (Figura 37-A, B, C).  

Adicionalmente, este hallazgo también se observa mediante el análisis de expresión del 

principal gen marcador del estado NCSC, el gen NGFR, donde sus niveles de expresión 

más elevados se encuentran en la población VR (Figura 37-D).  

 

Figura 37. Análisis de los estados transcripcionales de melanoma descritos por Rambow en las 
tres poblaciones celulares A375 parental, VR y VR_RANO. A) Análisis de enriquecimiento en 
base a los estados transcripcionales descritos por Rambow de acuerdo a los genes marcadores 
de mayor expresión de cada grupo. Expresión significativa delimitada por la línea discontinua 
(P=0,05). B) Representación en gráficos de violín para el análisis de expresión asociado a la firma 
génica del estado NCSC (NCSC signature) en las poblaciones de estudio. C) Representación de 
las células en base a su expresión de la firma génica correspondiente al estado NCSC en las 
poblaciones celulares analizadas. Alta expresión en azul y baja expresión en gris. D) 
Representación UMAP de la expresión del marcador del estado NCSC, NFGR, en las poblaciones 
celulares analizadas. 
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En conjunto, mediante este análisis se confirmó que el tratamiento con RANO en las 

células de melanoma durante la adquisición de resistencia al BRAFi prácticamente 

elimina la subpoblación celular en principio responsable de conferir resistencia no solo 

a los MAPKi sino también a las inmunoterapias (Boshuizen, J. et al, 2020). 

Seguidamente, se quiso estudiar en detalle los mecanismos que explicarían la presencia 

del estado NCSC en la población de células VR. Para ello, se identificó un programa de 

expresión génica central de los genes más altamente correlacionados con la firma génica 

del estado NCSC y se realizó un análisis de enriquecimiento contra funciones biológicas 

conocidas (Gene Ontology Biological Processes, GOBP) (Figura 38). 

 

Figura 38. Enriquecimiento de funciones biológicas mediante Gene Ontology en la 
subpoblación NCSC de las células VR. Representación de las funciones biológicas enriquecidas 
significativamente en la subpoblación NCSC de las células VR que correlacionan con los 200 
genes más expresados de esta firma génica. A la derecha, un gráfico UMAP de la población VR y 
la expresión asociada a la firma NCSC. La línea discontinua representa la significancia (P=0,05). 

 

Esta subpoblación NCSC de las células VR resultó asociada a funciones biológicas 

relacionadas con el desarrollo, diferenciación y migración de células madre de la cresta 

neural, entre otras. En cuanto a las funciones biológicas enriquecidas relacionadas con 

metabolismo, las células VR del estado NCSC presentaban únicamente un 

enriquecimiento en funciones del metabolismo de ácidos grasos (Figura 38). El 

enriquecimiento de otras rutas metabólicas que se detectaron no resultó significativo lo 

que podría explicar que las células VR sean particularmente tan sensibles a la RANO. 

En cuanto a la firma génica del estado Invasivo, éste estaba representado en las células 

parentales pero cobraba mucha más relevancia en las poblaciones VR y VR_RANO 
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(Figura 39-A, B). Como era de esperar, el programa central de expresión génica de este 

estado se asocia a funciones biológicas o GO relacionadas con migración y con la 

proliferación de células neurales precursoras. Además, también se observó que las rutas 

metabólicas enriquecidas eran las de biosíntesis de ácidos grasos lo cual fue observado 

en ambas poblaciones celulares, VR y VR_RANO (Figura 39-C, D). 

 

Figura 39. Análisis del estado transcriptómico Invasivo en las poblaciones celulares VR y 
VR_RANO. Representación en gráficos de violín (A) y representación UMAP (B) de la expresión 
de la firma génica Invasiva en las tres poblaciones celulares de estudio. C) Representación de las 
funciones biológicas enriquecidas significativamente en la subpoblación Invasiva de las células 
VR (C) y VR_RANO (D) que correlacionan con los 200 genes más expresados de esta firma génica. 
A la derecha, un gráfico UMAP de la población representada y la expresión asociada a la firma 
génica Invasiva. La línea discontinua representa la significancia (P=0,05). 
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Al igual que el estado invasivo, el de actividad mediada por MITF estaba enriquecido de 

forma significativa tanto en la población VR como en la VR_RANO, cuando se compara 

con las células parentales, donde no fue significativo (Figura 37-A y Figura 40-A, B). El 

metabolismo de ácidos grasos también domina en el estado de actividad mediada por 

MITF de la población celular VR. Sin embargo, en este caso, las funciones metabólicas 

más enriquecidas están asociadas al catabolismo de lípidos, FAO y señalización de PPAR 

(Figura 40-C). Así pues, esto último está completamente en línea con una alta actividad 

de MITF, el cual regula la fosforilación oxidativa a través de PPARGC1A en las células de 

melanoma con BRAF mutado (Haq, R. et al., 2013). 

Por otro lado, las rutas metabólicas asociadas con el estado de Actividad MITF de la 

población VR_RANO presentaban menos enriquecimiento en el metabolismo de ácidos 

grasos pero, sin embargo, hay funciones relacionadas con la captación y transporte de 

glucosa con una alta relevancia estadística (Figura 40-D). 

Si se analiza cómo se distribuyen las células en la población VR en función de su 

expresión de MITF, que determina el estado de actividad mediada por MITF, se observó 

que el grupo de células que representa el estado invasivo es casi exclusivo del de 

actividad de MITF (Figura 39-B y Figura 40-B). 
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Figura 40. Análisis del estado transcriptómico Actividad mediada por MITF en las poblaciones 
celulares VR y VR_RANO. Representación en gráficos de violín (A) y representación UMAP (B) 
de la expresión de la firma génica Actividad de MITF en las tres poblaciones celulares de estudio. 
C) Representación de las funciones biológicas enriquecidas significativamente en la 
subpoblación Actividad de MITF de las células VR (C) y VR_RANO (D) que correlacionan con los 
200 genes más expresados de esta firma génica. A la derecha, un gráfico UMAP de la población 
representada y la expresión asociada a la firma génica Actividad de MITF. La línea discontinua 
representa la significancia (P=0,05). 
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Figura 41. Distribución de los estados Invasivohigh y de Actividad MITFhigh en la población celular 
VR. A) y C) Representación de la distribución de los Clústeres de Seurat de la población celular 
VR (A) y VR_RANO (C) coloreados en azul en función de la expresión más alta del estado invasivo 
(Invasivohigh) o de actividad MITF alta (Actividad MITFhigh) basado en el percentil 90 de todo el 
set de datos. B) y D) Análisis de enriquecimiento de los Hallmarks de cada clúster de la población 
VR (B) y VR_RANO (D) basado en los genes marcadores para los estados Invasivohigh y Actividad 
MITFhigh mediante la base de datos MsigDB. Significancia en B) y D) representada por la línea 
discontinua (P=0.05). 

 

Particularmente, esto es todavía más notorio cuando se seleccionan las subpoblaciones 

de células VR con una mayor expresión de los genes que representan estos estados, 

células que se incluyen en lo que se denominó estado Invasivohigh o estado de Actividad 

MITFhigh. Las células VR del estado Invasivohigh están principalmente contenidas en los 
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clústeres 5 y 7 (Figura 41-A) y presentan un enriquecimiento en hallmarks asociados al 

peroxisoma y a la producción de especies reactivas de oxígeno. Por otro lado, el clúster 

10 y las células del estado Invasivohigh están enriquecidos en genes marcadores de 

glucólisis (Figura 41-B). 

En general, esto sugiere que en las células VR hay dos poblaciones celulares 

diferenciadas que coexisten, donde el metabolismo de ácidos grasos parece ser crucial 

para su estado metabólico. De esta forma, en una subpoblación correspondiente con el 

estado Invasivo, domina el anabolismo o síntesis de ácidos grasos y, por otro lado, la 

subpoblación de actividad mediada por MITF está dominada por el catabolismo de 

ácidos grasos. 

Respecto a la población VR_RANO, la firma génica del estado de Actividad MITF está 

expresada de forma más general en un nivel intermedio cuando se compara con la 

población VR (Figura 40-A, B). De esta forma, mientras que las células del estado 

Invasivohigh pueden verse fácilmente en la población VR_RANO, las del estado Actividad 

MITFhigh son difícilmente detectables (Figura RES-26C). El análisis de hallmarks 

enriquecidos en esta población VR_RANO mostró aumento en rutas asociadas con 

glucólisis, fosforilación oxidativa y ROS en las células del estado Invasivohigh, co-

localizadas en los clústeres 8, 11 y 13 (Figura 41-C, D). 

En conclusión, el tratamiento con RANO durante la adquisición de resistencia al BRAFi 

establece en las células de melanoma poblaciones celulares que utilizan el anabolismo 

de ácidos grasos, la glucólisis y la fosforilación oxidativa para cumplir con la demanda 

energética. 

 

7. Análisis Single-Cell RNAseq (scRNAseq): efecto de la Ranolazina en la 

resistencia adquirida a BRAFi 

Para entender en detalle como la RANO afecta a la respuesta de las células de melanoma 

al BRAFi, los análisis fueron enfocados para determinar las diferencias únicamente entre 

las poblaciones VR y VR_RANO. En primer lugar, la representación bidimensional del 
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análisis transcriptómico muestra dos compartimentos bien diferenciados, 

correspondientes a cada población celular estudiada (Figura 42-A). 

 

Figura 42. Comparación de los transcriptomas de las células VR y VR_RANO analizados por 
scRNAseq. A) Representación UMAP de 6 457 células coloreadas según su tratamiento (VR o 
VR_RANO) y la réplica de experimento (rep1 y rep2). B) Análisis de enriquecimiento en base a 
los estados transcripcionales descritos por Rambow de acuerdo a los genes marcadores de 
mayor expresión de cada grupo. Expresión significativa delimitada por la línea discontinua 
(P=0,05). C) Representación UMAP de las células VR y VR_RANO coloreadas según los niveles de 
expresión de la firma génica del estado NCSC. 

 

Como muestra la Figura 42-B, C, se confirmó de nuevo que la firma génica del estado 

NCSC no tiene una representación significativa en las células VR_RANO mientras que en 

las VR es la segunda más significativa. Además, cada población celular está compuesta 

por diferentes clústeres específicos (Figura 43-A) y el análisis de enriquecimiento de 

cada clúster de forma individual identifica hallmarks asociados a glucólisis y ROS en 

todos los clústeres de las células VR_RANO, que son el clúster 0, 2, 4, 6 y 10 (Figura 43-

B).  
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Adicionalmente, para validar esto último, se analizó mediante kits comerciales la 

producción de ROS por parte de las células VR en ausencia y presencia de RANO, así 

como el consumo de glucosa en las células VR_RANO en comparación a las células VR. 

(Figura 43-C, D). 

 

Figura 43. Análisis de los clústeres de Seurat en las poblaciones celulares VR y VR_RANO. A) 
Representación UMAP de las 6457 células analizadas y distribuidas en distintos clústeres 
identificados por números y colores en las células VR y VR_RANO. B) Análisis de enriquecimiento 
usando los genes marcadores de cada clúster y la base de datos de Hallmarks MSigDB. Sólo se 
indican los clústeres con un nivel de significancia de p<0,05. El porcentaje de células VR_RANO 
distribuidas en los respectivos clústeres se indican en cada hallmark. C) Cuantificación relativa 
de los niveles de ROS en las células VR con la ausencia o presencia de RANO 100 µM durante 4 
horas de tratamiento. D) Cuantificación relativa de la captación o consumo de glucosa en las 
células VR y VR_RANO. 

 

Uno de los resultados más interesantes que se observó en los clústeres de las células 

VR_RANO fue el enriquecimiento de hallmarks asociados con inmunidad, como las rutas 

de señalización de TNFα, de interferones alpha y gamma, así como de respuesta 

inflamatoria y rechazo alográfico (Figura 43-B). De acuerdo con esto, se analizó en 

detalle la expresión de los genes involucrados en la ruta del interferón alpha (IFNA) y 

gamma (IFNG) en las células VR y VR_RANO. Como era de esperar las células VR_RANO 

expresan niveles de expresión más elevados en comparación con las VR (Figura 44). 
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Figura 44. Análisis de expresión de los hallmarks de respuesta a interferones alpha (IFNA) y 
gamma (IFNG) entre las células VR y VR_RANO. Representación en gráficos de violín de las 
diferencias de expresión de IFNG (A) e IFNA (B) entre las réplicas (rep1 y rep2) de las células VR 
y VR_RANO. C) y D) Representación UMAP de las células VR y VR_RANO en función de su 
expresión alta (high, azul) o baja (low, gris) basada en el percentil 90 de las firmas génicas de la 
señalización de IFNG (C) e IFNA (D). 

 

Adicionalmente, también se observaron cambios asociados a respuesta inmunitaria en 

el análisis mediante la base de datos Gene Ontology (GOBP). Así, se daba un 

enriquecimiento de genes asociados a presentación de antígenos y respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa en los clústeres de las células VR_RANO (Figura 45-A). 

También, utilizando la base de datos KEGG, se vio que el tratamiento con RANO induce 

un enriquecimiento de rutas asociadas a glutatión, así como al metabolismo de las 

purinas y pirimidinas (Figura 45-A), lo cual está asociado con el ciclo de la metionina. 

Este ciclo forma parte del “metabolismo de la cisteína y metionina”, el cual a su vez se 

encuentra significativamente enriquecido en las células VR_RANO (Figura 45-A). 
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Figura 45. A) Análisis de enriquecimiento de hallmarks usando los genes marcadores de cada 
clúster y las bases de datos GOBP y KEGG Pathway. Sólo se indican los clústeres con un nivel de 
significancia de p<0,05. El porcentaje de células VR_RANO distribuidas en los respectivos 
clústeres se indican en cada hallmark. B) Representación UMAP de los niveles de expresión para 
las enzimas MTAP, MAT2A y SMS en las células VR y VR_RANO. 

 

En línea con el metabolismo de la cisteína y la metionina, se encontró que enzimas clave 

que actúan tanto en el ciclo de la metionina (MAT2A) como en la ruta de recuperación 

de ésta (SMS y MTAP) tenían diferentes patrones de expresión entre las células VR y 

VR_RANO (Figura 45-B). En concreto, la expresión de MTAP y MAT2A se comportaba de 

forma inversa, de tal forma que se encontraron subpoblaciones celulares con niveles 

reducidos de MTAP y muy inducidos de MAT2A en la población VR_RANO con respecto 

a la VR (Figura 45-B). 

 

8. Estudio de la modulación de la Ranolazina sobre el metabolismo de la 

metionina 

El metabolismo de la metionina es crucial para procesos celulares como las reacciones 

de metilación, la síntesis de glutatión y el ciclo de folato (Sanderson, SM. et al, 2019). 

Además de su captación del medio extracelular y su síntesis a partir de la homocisteína, 

las células pueden “reciclar” la metionina mediante la ruta de recuperación de la 
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metionina (Methionine salvage pathway). Así, en esta ruta de recuperación, MTAP 

(metil-thioadenosina fosforilasa) sintetiza la metionina a partir de MTA (metil-

thioadenosina), que es un subproducto de SAM (S-adenosilmetionina) dependiente de 

la síntesis de poliamina, de la que SMS (espermina sintasa) forma parte. SAM además es 

producido por MAT2A (Metionina adenosiltransferasa 2A) a partir de la metionina 

(Figura 46-A). 

 

Figura 46. Metabolismo de la metionina. A) Esquema representativo de las rutas del 
metabolismo de la metionina asociado al ciclo de Folato y la síntesis de Glutatión. Se indican los 
genes inducidos (MAT2A y SMS, en morado) y de baja expresión (MTAP, en verde) en las células 
VR_RANO. B) Análisis de metabolómica muestran una reducción del metabolito metil-ribosa 
fosfato (MTRP) y un aumento de 5-metiladenosina (5MTA) y de espermidina en las células 
VR_RANO comparado con las VR (unidades arbitrarias, UA). 
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En el análisis realizado por scRNAseq se observó que tanto MAT2A como SMS 

presentaban niveles de expresión más elevados en las células VR_RANO en comparación 

con las VR y, por otro lado, los niveles de MTAP se encontraron reducidos (Figura 45-B). 

En línea con esto, se realizó un estudio de metabolómica, en cual se observó que las 

células VR_RANO presentaban una reducción en la cantidad de MTRP (metil-thioribosa 

fosfato) y un aumento de los niveles de MTA y espermidina, en comparación con las 

células VR (Figura 46-B). Estas alteraciones metabólicas sugieren que un aumento de la 

expresión de SMS en las células VR_RANO lleva a una mayor producción de MTA el cual 

se acumula debido a la reducción de expresión de MTAP.  

Para estudiar más en detalle esto, se realizó un ensayo de formación de colonias con las 

células VR y VR_RANO las cuales fueron tratadas de forma exógena con SAM a 50 y 100 

µM. La idea de este ensayo es comprobar si el tratamiento con SAM lleva a las células 

VR_RANO, que presentan bajos niveles de MTAP, al aumento y acumulación de MTA. Es 

importante señalar que MTA puede actuar como un competidor natural de SAM e inhibir 

a las metiltransferasas del ciclo de la metionina (Figura 46-A). Esta inhibición puede 

desencadenar alteraciones epigenéticas que acaban en una reducción de la 

proliferación celular (Sanderson, SM. et al, 2019; Coppola, A. et al., 2020 y Zsigrai, S. et 

al., 2020). De acuerdo con esto, el ensayo de formación de colonias con la adición de 

SAM resultó en que las células VR_RANO que expresan bajos niveles de MTAP fueron 

significativamente más sensibles que las células VR (Figura 47-A). 

Considerando la correlación observada entre los reguladores del metabolismo de la 

metionina y las rutas de señalización del interferón en las células VR_RANO (Figura 43-

45), se analizó si SAM, mediante la acumulación de MTA, podía alterar la epigenética e 

impactar en la expresión de los interferones. Para ello, tras tratar a las células VR_RANO 

con SAM 50 µM durante 8 horas, se analizaron los niveles de expresión de IFNA, IFNB e 

IFNG mediante RT-qPCR dando como resultado una inducción significativa de los tres 

genes en comparación al tratamiento control con el vehículo DMSO (Figura 47-B). 
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Figura 47. Efecto de SAM en las células VR y VR_RANO. A) Ensayo de formación de colonias con 
las células VR y VR_RANO tratadas con SAM a 50 y 100 µM. A la izquierda resultado de la 
proliferación celular tras la fijación y tinción con Cristal Violeta. A la derecha, cuantificación 
mediante la disolución en SDS-Tris del número de células relativo (%) calculado respecto al 
tratamiento control (DMSO) de cada línea celular. B) Análisis de expresión de los genes indicados 
mediante RT-qPCR en las células VR_RANO tratadas con SAM 50 µM durante 8 horas. C) Análisis 
de expresión de los genes indicados mediante RT-qPCR en las células VR tratadas con SAM en 
combinación con RANO (n=3 réplicas biológicas). 

 

Adicionalmente, también se realizó el mismo análisis de expresión, pero en este caso en 

las células VR, tratadas con SAM de igual forma que las VR_RANO y además en ausencia 

y presencia de RANO 100 µM. La adición de SAM por sí solo en las células VR supuso una 

leve inducción de los interferones no significativa, sin embargo, al combinarlo con RANO 

éstos se indujeron muy significativamente (Figura 47-C). 

También, se analizaron los niveles de expresión basales de los tres interferones 

comparando los de las células VR y VR_RANO, donde los niveles de MTA son altos (Figura 

46-B). La expresión basal de IFNA, IFNB e IFNG fueron significativamente más altos en 

las células VR_RANO que en las células VR (Figura 48-A), lo cual correlaciona con una 
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señalización de las rutas de interferón más elevada, detectable por el aumento en la 

fosforilación de JAK1, STAT1 y STAT3 utilizando la técnica de Western Blot (Figura 48-B). 

 

Figura 48. Análisis de expresión y activación de la ruta del interferón en las células VR y 
VR_RANO. A) Análisis de expresión relativa basal de IFNA, IFNB e IFNG en las células VR y 
VR_RANO mediante RT-qPCR. Se utiliza como gen de expresión endógena el 18S. B) Análisis de 
la activación de la ruta de interferón mediante la detección por Western blot de la fosforilación 
en los residuos indicados de JAK1 (130 kDa), STAT1 (84 kDa) y STAT3 (86 kDa) en las células VR 
y VR_RANO. ERK2 (42 kDa) fue utilizado como control de carga. C) Análisis de expresión de PD-
L1 (CD274) mediante RT-qPCR en las células VR y VR_RANO con la presencia o ausencia de IFNg 
(10 µg/mL) durante 24 horas. Expresión relativa (log2) calculada con el gen de expresión 
endógena 18S. D) Análisis de expresión de PD-L1 (CD274) mediante citometría de flujo en las 
células VR y VR_RANO. (n=3 réplicas biológicas) 

 

Finalmente, ya que la activación de la ruta de interferones aumenta la expresión del 

punto de control inmune, PD-L1 (García-Díaz, A. et al., 2017), se analizaron los niveles 

de expresión del mismo en las dos poblaciones celulares. Los niveles de PD-L1 se 

encontraron significativamente más elevados en las células VR_RANO en comparación 

a las VR, tanto si era analizado mediante RT-qPCR (Figura 48-C) como por citometría de 

flujo (Figura 48-D). 
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En las células tumorales es frecuente encontrar co-delecionado el gen de MTAP junto a 

CDKN2A, lo cual resulta en la inhibición, mediante MTA, de la metiltransferasa PRMT5 

(proteína arginina N-metiltransferasa 5) y esto sensibiliza a las células tumorales a los 

inhibidores de PRMT5 (Kryukov, GV. Et al., 2016; Marjon, K. et al., 2016 y Mavrakis, KJ. 

et al., 2016). Como se observa con SAM, las células VR_RANO fueron significativamente 

más sensibles al tratamiento con el inhibidor de PRMT5 (GSK3326595) (Figura 49), lo 

que sugiere que PRMT5 se encuentra inhibido en estas células. 

 

Figura 49. Análisis del efecto por la inhibición de PRMT5 en las células VR_RANO en 
comparación a las VR. A) Ensayo de formación de colonias con las células VR y VR_RANO con el 
inhibidor de PRMT5 (PRMT5i) GSK3326595 en dosis crecientes desde 0,05 hasta 1 µM con DMSO 
como control. Arriba, resultado de la proliferación celular tras la fijación y tinción con Cristal 
Violeta. Abajo, cuantificación mediante la disolución en SDS-Tris del número de células relativo 
(%) calculado respecto al tratamiento control (DMSO) de cada línea celular. B) Análisis de 
expresión relativa mediante RT-qPCR en las células VR y VR_RANO de los genes indicados, 
involucrados en la presentación de antígenos, expresión relativa (log2) calculada con el gen de 
expresión endógena 18S. C) Análisis de expresión de B2M mediante citometría de flujo en las 
células VR y VR_RANO. D) Análisis de expresión relativa mediante RT-qPCR en las células VR y 
VR_RANO tratadas con el PRMT5i (0,2 µM) durante 24h. Expresión relativa (log2) de los genes 
indicados calculada con respecto al tratamiento control (DMSO), con valor 1 y marcado por la 
línea discontinua, y 18S como gen de expresión endógena. E) Análisis de expresión relativa de 
PD-L1 mediante RT-qPCR en las células VR y VR_RANO tratadas con el PRMT5i (0,2 µM) durante 
24h. Expresión relativa (log2) calculada con el gen de expresión endógena 18S. (n=3 réplicas 
biológicas). 
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PRMT5 suprime la expresión de NLRC5 (Kim, H. et al., 2020), que es el regulador principal 

de los genes que forman parte del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I 

(MHC-I) y cuya función principal consiste en el proceso de presentación de antígenos 

(Cho, S., et al., 2021 y Meissner, TB. et al., 2010). Ya que se observó que PRMT5 está 

inhibido en las células VR_RANO y que éstas a su vez tienen un enriquecimiento en 

hallmarks asociados con la presentación de antígenos, se analizó la expresión de 

diferentes genes involucrados en dicho proceso como NLRC5 y sus dianas: TAP1, B2M y 

PSMB9. La expresión de todos ellos resultó estar significativamente inducida en las 

células VR_RANO con respecto a las células VR, tanto en el análisis por RT-qPCR (Figura 

49-B) como por citometría de flujo en el caso de B2M (Figura 49-C). 

La expresión de estos genes asociados con la presentación de antígenos y regulados por 

NLRC5, presumiblemente mediante la reducción de PRMT5, podría ser todavía mayor al 

tratar las células VR y VR_RANO con el inhibidor de PRMT5 (PRMT5i en adelante). Para 

ello se analizó mediante RT-qPCR la expresión de dichos genes en ambas poblaciones 

celulares tratadas durante 24 horas con el PRMT5i a 0,2 µM. En todos los genes 

analizados se observa una inducción significativamente mayor en las células VR_RANO 

tratadas con PRMT5i en comparación a las VR tratadas de la misma forma (Figura 49-D). 

Esto podría confirmar que efectivamente PRMT5 está involucrado en la regulación de 

los genes asociados con la presentación de antígenos en las células de melanoma 

resistentes a BRAFi y tratadas con RANO. 

Adicionalmente, también se ha descrito que PRMT5 regula directamente la expresión 

de PD-L1 (Hu, R. et al., 2021) por lo que la expresión de éste fue también analizada en 

las células VR y VR_RANO en ausencia y presencia de PRMT5i a 0,2 µM durante 24 horas, 

confirmando que este inhibidor induce de forma específica y significativa la expresión 

de PD-L1 en las células VR_RANO (Figura 49-E). 

Como se ha indicado en apartados previos, la RANO es un fármaco aprobado por la FDA 

y la EMA, lo que le da carácter traslacional. Esto es importante porque según los 

resultados obtenidos en este trabajo, este fármaco podría estar teniendo un impacto en 

la inmunidad tumoral mediante la inducción de la presentación de antígenos, el 

aumento en la señalización de la ruta de interferones y la inducción de la expresión de 
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PD-L1. Por todo ello, esta modulación de la inmunidad tumoral podría hacer a los 

tumores más inmunogénicos, detectables por el sistema inmune y quizás predecir una 

mejor respuesta a inmunoterapias.  

 

9. Efecto de la Ranolazina con independencia del BRAFi en las células de 

melanoma BRAFV600E 

Ya que los resultados obtenidos sugieren que la RANO está impactando en los tumores 

confiriéndoles un fenotipo más inmunogénico, lo siguiente que se estudió fue si este 

efecto es específico de la RANO con independencia del BRAFi y, por lo tanto, fuera del 

contexto de resistencia adquirida al mismo. 

Para comprobar esto se cultivaron las células de melanoma humano A375 y las de 

melanoma murino con la mutación BRAFV600E, 5555 y YUMM1.7 en presencia de RANO 

(100 µM) durante aproximadamente 12 días. Posteriormente, se analizaron mediante 

RT-qPCR la expresión de los genes involucrados en la presentación de antígenos (NLRC5, 

TAP1, B2M y PSMB9) así como la expresión de IFNA, IFNB, IFNG y PD-L1. De forma 

general, estos genes se inducían significativamente en las tres líneas celulares (Figura 

50), confirmando que la RANO induce el fenotipo inmunogénico como agente único en 

la ausencia de BRAFi tanto en células humanas como murinas. 
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Figura 50. Análisis de expresión génica por RT-qPCR de las células de melanoma BRAFV600E 
humanas y murinas cultivadas con RANO. A) Análisis de expresión relativa para los genes 
indicados en las células de melanoma de ratón 5555, B) A375 y C) YUMM1.7 cultivadas con 
RANO 100 µM durante 12 días. Expresión relativa (log2) calculada con respecto al tratamiento 
control DMSO (-) y el gen de expresión endógena 18S. (n=3 réplicas biológicas) 

 

Tras esta confirmación, se procedió a estudiar si esta modulación inmune en las células 

tumorales inducida por RANO podría darse no solo en ensayos in vitro sino también in 

vivo. Para ello, se realizó un ensayo in vivo inyectando subcutáneamente las células de 

melanoma de ratón con la mutación en BRAFV600E, 5555, en ratones 

inmunocompetentes C57BL/6J. Posteriormente, los ratones fueron tratados con RANO 

y su vehículo (PBS) como grupo control. El tamaño tumoral de los ratones tratados con 

RANO resultó en una leve pero no significativa reducción (Figura 51) sin tener un 

impacto en el peso de los animales (Figura 53-B). 
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Figura 51. Representación del volumen tumoral a lo largo de los días tras la inyección 
subcutánea de las células 5555 en ratones macho C57BL/6 tratados con RANO 300 mg/kg 
diariamente (azul) o el vehículo PBS (verde) durante 29 días. n=5 ratones por grupo. 

 

Adicionalmente, con los tumores obtenidos en este ensayo se aisló ARNm y se analizó 

mediante RT-qPCR la expresión de los genes asociados con la presentación de antígenos, 

interferones y PD-L1. Los niveles de expresión de estos genes estaban significativamente 

inducidos en los tumores tratados con RANO en comparación con los tumores del grupo 

control (Figura 52), indicando que la RANO es efectiva en inducir el fenotipo 

inmunogénico in vivo. 

 

Figura 52. Análisis de expresión génica por RT-qPCR de los tumores 5555 generados en ratones 
macho C57BL/6 tratados con RANO 300 mg/kg (azul) o el vehículo PBS (verde) durante 29 días. 
A) Expresión relativa de los genes involucrados en la presentación de antígenos, B) interferones 
beta y gamma y C) PD-L1. Expresión relativa (log2) calculada respecto al tratamiento con el 
vehículo y el gen de expresión endógena 18S. (n=3 réplicas biológicas de 4 tumores control y 5 
tumores de tratamiento con RANO). 
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Una vez confirmado esto, lo siguiente que se realizó fue comprobar in vivo si la RANO 

podía sensibilizar a las células de melanoma al tratamiento con inmunoterapias, en 

concreto, anticuerpos anti-PD-L1. Para ello, al igual que en el ensayo anterior, se 

inyectaron células 5555 en ratones C57BL/6J y fueron tratados con anticuerpos anti-PD-

L1 en la ausencia o presencia de RANO. De esta forma, se determinan cuatro grupos de 

tratamiento: control (vehículo), RANO, anti-PD-L1 y RANO/anti-PD-L1. 

 

Figura 53. Ensayo in vivo con las células de melanoma murino 5555 inyectadas en ratones 
C57BL/6 machos y tratados con vehículo, RANO (300 mg/kg, diario), anti-PD-L1 (10 mg/kg, 
cada 3 días) y la combinación RANO/anti-PD-L1. A) Representación del tamaño tumoral a lo 
largo del ensayo en los cuatro grupos de tratamiento (n=5 ratones en cada grupo). B) Peso de 
los animales a lo largo del ensayo. C) Volumen de cada tumor individual en los grupos tratados 
con anti-PD-L1 y RANO/PD-L1. Comienzo del tratamiento el día 6 post-inyección, indicado con 
una flecha. D) Supervivencia representada por curvas de Kaplan-Meier de los ratones a lo largo 
del ensayo comparando los cuatro grupos de tratamiento. Exceder 1000 mm3 de tamaño 
tumoral fue considerado final de experimento (sacrificio del animal), marcado en C) por una 
línea. 

 

El resultado de este ensayo in vivo se recoge en la Figura 53, y como se observa en la 

Figura 53-A y en el ensayo in vivo previo, el tratamiento con RANO por sí solo redujo 

levemente el tamaño del tumor pero de forma no significativa, sin alterar el peso de los 

animales (Figura 53-B). Por otro lado, el tratamiento con anti-PD-L1 en monoterapia, 
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como era de esperar, tiene una respuesta significativa en la reducción del tamaño 

tumoral pero ésta es variable a lo largo del tiempo. Sin embargo, su combinación con 

RANO potencia su respuesta, siendo más estable y mantenida en el tiempo. Además, se 

observa como los tumores tratados con anti-PD-L1 comienzan a progresar 

aproximadamente a los 30 días desde el comienzo del tratamiento, mientras el tamaño 

tumoral de los tratados con la combinación RANO/PD-L1 se mantenía significativamente 

reducido en ese periodo de tiempo del ensayo (Figura 53-A, C). Adicionalmente, otro 

resultado importante de este ensayo fue que la supervivencia de los animales mejoró 

significativamente cuando eran tratados con la combinación de tratamiento RANO/PD-

L1 en comparación con la monoterapia con anti-PD-L1 (Figura 53-D).  

 

Figura 54. Ensayo in vivo con las células de melanoma murino 5555 inyectadas en ratones 
C57BL/6 hembras y tratados con vehículo, RANO (300 mg/kg, diario), anti-PD-L1 (10 mg/kg, 
cada 3 días) y la combinación RANO/anti-PD-L1. A) Representación del tamaño tumoral a lo 
largo del ensayo en los cuatro grupos de tratamiento (n=6 ratones en cada grupo). B) Peso de 
los animales a lo largo del ensayo. C) Volumen tumoral a lo largo del ensayo de los ratones 
tratados con vehículo y RANO (300 mg/kg, diario). D) Volumen de cada tumor individual en los 
grupos tratados con anti-PD-L1 (n=10 tumores) y RANO/PD-L1 (n=11 tumores). Comienzo del 
tratamiento el día 6 post-inyección, indicado con una flecha. D) Supervivencia representada por 
curvas de Kaplan-Meier de los ratones hembra a lo largo del ensayo comparando los cuatro 
grupos de tratamiento. Exceder 1000 mm3 de tamaño tumoral fue considerado final de 
experimento (sacrificio del animal), marcado en C) por una línea. 
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Todas estas observaciones también fueron confirmadas en ratones hembra, realizando 

otro ensayo in vivo siguiendo estrictamente el mismo protocolo que para los ratones 

macho (Figura 54). 

Finalmente, teniendo en cuenta el conjunto de todos los resultados obtenidos, se puede 

confirmar que la RANO proporciona a las células tumores un fenotipo inmunogénico que 

posibilita obtener una mejor respuesta al tratamiento con inmunoterapia basada en 

anticuerpos anti-PD-L1. 

10. Efecto de la Ranolazina en el microambiente tumoral 

Hasta el momento se ha estudiado en detalle como la RANO afecta a la inmunogenicidad 

de las células tumorales pero también nos preguntamos si podría tener además un 

impacto en el microambiente tumoral cuando los tumores son tratados con terapia anti-

PD-L1. Para aclarar esto, se realizó un ensayo in vivo inyectando las células 5555 en 

ratones C57BL/6 macho los cuales fueron tratados de igual manera con vehículo, RANO 

y anti-PD-L1 en ausencia y presencia de RANO durante 17 días. Es en este momento del 

tratamiento cuando los tumores todavía están respondiendo a las terapias con anti-PD-

L1 y a su combinación con RANO y también cuando la diferencia del tamaño tumoral 

entre ambos grupos ya ha alcanzado la significancia. Se aislaron las células inmunes 

infiltradas en estos tumores, mediante la detección CD45+, y se llevó a cabo un estudio 

scRNAseq. 
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Figura 55. Estudio Single-cell RNAseq (scRNAseq) de las células inmunes procedentes de los 
tumores generados con células 5555 en ratones macho C57BL/6 tratados con anti-PD-L1 y 
RANO/antiPD-L1 durante 17 días. A) Representación UMAP de las distintas poblaciones de 
células inmunes CD3+/CD45+ en ambos grupos de tratamiento y diferenciadas por los colores 
indicados. Cada población celular fue identificada usando firmas génicas específicas de linaje. B) 
Porcentaje de las poblaciones linfocitarias identificadas en el infiltrado tumoral comparando los 
tumores tratados con anti-PD-L1 o RANO/ anti-PD-L1. C) Análisis de expresión de proteínas 
mediante inmunofluorescencia para CD8 y CD335 en los tumores tratados como se indica 
durante 16 días. 

 

En este estudio se identificó un aumento notable de células T citotóxicas Cd8+ así como 

células T helper Cd4+ y un ligero incremento de células NK (Figura 55-A, B). Además, 

mediante la técnica de inmunofluorescencia se analizaron los niveles de CD8+ y CD335+, 

viéndose un aumento significativo en los tejidos de los tumores tratados con la terapia 

combinada en comparación a la monoterapia con anti-PD-L1 durante 16 días (Figura 55-

C), corroborando el aumento de las células T Cd8+ y las células NK observado en el 

estudio scRNAseq. 

Este resultado sugiere que la RANO, mediante el aumento de la inmunogenicidad de las 

células de melanoma, potencia la infiltración inmune en los tumores cuando se usa en 

combinación con anti-PD-L1. 

En línea con esto, en los tumores de este ensayo tratados únicamente con RANO y su 

vehículo (a día 21 de tratamiento) se analizó la expresión de diferentes marcadores 
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inmunes mediante asilamiento de su ARNm y RT-qPCR. En este análisis de expresión se 

vio que Cd45, Cd3 y Cd8 presentan una inducción significativa de sus niveles de 

expresión en los tumores tratados con RANO en comparación al control. Cd4 mostró una 

tendencia similar pero no resultó estadísticamente significativo (Figura 56).  

 

Figura 56. Análisis de expresión génica por RT-qPCR de los genes indicados en los tumores 5555 
generados en ratones macho C57BL/6 tratados con RANO 300 mg/kg (azul) o el vehículo PBS 
(verde) durante 21 días. Expresión relativa (log2) calculada respecto al tratamiento con el 
vehículo y el gen de expresión endógena 18S. (n=3 réplicas) 

 

Si se analiza los datos obtenido en el ensayo de scRNAseq comparando los grupos 

control y RANO en el día 13 de tratamiento, no se observa que aumente la cantidad de 

células T Cd8+ o Cd4+ ni tampoco las células NK, las cuales más bien tienden a reducirse 

(Figura 57-A, B). 
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Figura 57. Estudio scRNAseq de las células inmunes procedentes de los tumores generados 
con células 5555 en ratones macho C57BL/6 tratados con RANO y su vehículo durante 13 días. 
A) Representación UMAP de las distintas poblaciones de células inmunes aisladas por la 
expresión de CD3+/CD45+ en ambos grupos de tratamiento y diferenciadas por los colores 
indicados. Cada población celular fue identificada usando firmas génicas específicas de linaje. B) 
Porcentaje de las poblaciones linfocitarias identificadas en el infiltrado tumoral comparando los 
tumores tratados con y sin RANO. C) Representación en gráficos de violín del enriquecimiento 
de la firma génica de células T Cd8+ citotóxicas exhaustas en las células de los tumores tratados 
con y sin RANO (se muestra el porcentaje celular asociado a esa firma génica en cada población). 

 

Sin embargo, si analizamos en detalle estas dos poblaciones celulares y comparamos sus 

transcriptomas con una firma génica asociada a células T CD8a+ citotóxicas exhaustas 

(Tabla 7), se observa como las células inmunes infiltradas en los tumores tratados con 

RANO presentan una menor cantidad de células que presentan esta firma génica, 

25,85%, frente a las células del grupo control que presenta un 43,93% de células 

exhaustas (Figura 57-C).  
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Gen Referencia 

Pdcd1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5731479/ 

Ctla4 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11244047/ 

Havcr2 https://clinicalepigeneticsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13148-019-0752-8 

Lag3 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5617435/ 

Btla https://aacrjournals.org/cancerres/article/72/4/887/577961/CD8-T-Cells-Specific-for-Tumor-

Antigens-Can-Be 

Cd244 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3104769/ 

Cd160 https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25255144/ 

Entpd1 https://www.nature.com/articles/s43856-022-00163-y 

Tigit https://journals.aai.org/jimmunol/article/186/3/1338/84916/Cutting-Edge-TIGIT-Has-T-Cell-Intrinsic-

Inhibitory 

Eomes https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.02981/full 

Tim3 https://www.pnas.org/doi/full/10.1073/pnas.1009731107 

Tabla 7. Genes utilizados para el análisis de la firma génica de las células T CD8+ exhaustas y la 
referencia en la que se apoya cada uno de ellos. 

 

Estos datos se obtuvieron analizando las células en el día 13 de tratamiento por lo que 

el tratamiento con RANO podría estar contribuyendo con un aumento de células Cd8+ 

en etapas más tardías. 

En definitiva, estos resultados sugieren que el aumento de la infiltración de las células 

inmunes al estroma tumoral y la reducción de células Cd8+ exhaustas son consecuencia 

de la actividad de la RANO, mejorando así la respuesta al tratamiento con la 

inmunoterapia de anticuerpos anti-PD-L1.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discusión 
 

  179 

El cáncer de piel tipo melanoma representa sólo un 10% de todas las neoplasias de piel, 

pero provoca más del 80% de las muertes relacionadas con estos tumores cutáneos 

gracias a su extrema capacidad para metastatizar en órganos distantes respecto al 

tumor primario de la piel (pulmón, hígado o cerebro) y a su elevada resistencia a terapias 

(Arozarena, I y Wellbrock, C., 2019). El tratamiento del melanoma es sencillo cuando se 

encuentra en etapas iniciales ya que consiste en la resecación quirúrgica de las lesiones 

circunscritas a la epidermis. Una vez que se establecen las metástasis, las opciones 

terapéuticas disminuyen drásticamente (Arozarena, I y Wellbrock, C., 2019 y Trojaniello 

C, et al., 2021). 

Según la clasificación del melanoma en función de las mutaciones genéticas, el 50% de 

los melanomas presentan mutaciones activadoras en el oncogén BRAF (siendo la 

mutación más prevalente la sustitución de una valina por ácido glutámico en la posición 

600, V600E) mientras que en otro 15-20% se encuentran mutaciones en la GTPasa NRAS 

(sustitución Q61L principalmente). Fue a raíz de este descubrimiento cuando se 

profundizó en detalle en el estudio de BRAF y la ruta de las MAPK en el melanoma 

metastático. Esto llevó al desarrollo de terapias dirigidas contra BRAF mutado y MEK 

(quinasa activada por BRAF en la ruta de las MAPK), que consiste en la administración 

de fármacos que inhiben de forma específica a estas quinasas. La aplicación de estas 

terapias en clínica ha resultado en respuestas muy significativas, pero su eficacia es 

transitoria ya que aproximadamente antes de un año la mayoría de los pacientes 

recidiva (Arozarena, I y Wellbrock, C., 2019).  

Más recientemente la aprobación de las inmunoterapias para su uso en clínica, 

mediante la administración de anticuerpos que bloquean los puntos de control o 

checkpoints inmunes, ha revolucionado el tratamiento del melanoma metastásico. 

Gracias a estas terapias las respuestas son más duraderas, hasta en un 60% de los casos 

(Trojaniello C, et al., 2021 y Rohatgi, A. et al., 2021). Estas inmunoterapias utilizan 

anticuerpos monoclonales que bloquean la unión de PD-1 con su ligando, PD-L1, o 

también a CTLA4 y su unión con los ligandos B7. Al bloquear esta unión se evita la 

inactivación de los linfocitos y por tanto se amplifica la respuesta de las células T contra 

el tumor, permitiendo que las células T citotóxicas y los macrófagos reconozcan y 

ataquen a las células tumorales de forma más efectiva. 
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A pesar de su éxito, aproximadamente la mitad de los pacientes no responde a estas 

terapias o desarrollan mecanismos de resistencia (Rohatgi, A. et al., 2021). Algunos de 

estos mecanismos de resistencia consisten en una disminución en la expresión o 

presentación de neo-antígenos tumorales, ausencia de infiltración tumoral de 

poblaciones celulares inmunes y/o presencia de poblaciones inmunosupresoras, 

expresión de checkpoints inmunes alternativos (LAG3, TIM) y ausencia de señalización y 

secreción de IFN gamma y de otras citoquinas pro-inflamatorias (Rohatgi, A. et al., 2021). 

Rol de la oxidación de ácidos grasos en el desarrollo de resistencia adquirida a 

vemurafenib 

En este estudio nos hemos centrado inicialmente en la relación entre el catabolismo de 

ácidos grasos (FAO) y la respuesta de las células de melanoma a los tratamientos de 

primera línea. Hemos mostrado que más allá de la respuesta inicial a BRAFi, lo que 

incluye una reprogramación metabólica intensa (Alkaraki, A. et al., 2021; Parmenter, TJ. 

et al., 2014 y Shen, S. et al., 2020), la FAO es relevante para la supervivencia celular una 

vez que las células han adquirido resistencia al BRAFi. Más allá de las observaciones in 

vitro, inhibir la FAO con Ranolazina retrasa el crecimiento de tumores con resistencia 

adquirida a vemurafenib y mejora la supervivencia libre de progresión en ratones. 

Además, también se ha observado un aumento de la expresión de numerosos genes 

reguladores de la FAO, tanto mitocondrial como del peroxisoma, en células de 

melanoma que han adquirido resistencia a BRAFi in vitro y también en los tumores que 

han progresado, generados en modelos animales en ensayos in vivo.  

A día de hoy, en la práctica clínica los pacientes son tratados en combinación con 

inhibidores de BRAF y de MEK mientras que nuestro modelo de resistencia adquirida se 

basa sólo en BRAFi. Dicho esto, en las células A375 observamos que la inhibición de FAO 

con Ranolazina también retrasa la adquisición de resistencia a combinaciones de 

vemurafenib (BRAFi) y trametinib (MEKi), aunque las dinámicas son algo distintas a las 

observadas con sólo vemurafenib. Con sólo BRAFi observamos que el tratamiento con 

RANO es más efectivo cuando las células ya han recuperado la expresión de DUSP6, 

marcador de activación de la vía BRAF/MEK/ERK. Por el contrario, con la combinación 

de BRAFi/MEKi parece que las etapas iniciales de respuesta a los MAPKi también son 
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dependientes de la FAO. Por ello, parece claro que en el caso de estudiar in vivo el 

potencial de la RANO para mejorar las respuestas BRAF/MEKi, sería más adecuado 

administrar RANO desde el inicio del tratamiento con la combinación de terapias 

dirigidas. 

Adicionalmente, y todavía más importante, la inducción de los genes reguladores de la 

FAO también se ha observado en tumores de pacientes que han progresado bajo el 

tratamiento con MAPKi, lo que confirma la relevancia clínica de nuestros resultados. En 

cualquier caso, es importante tener en cuenta que estos tumores presentan cierta 

heterogeneidad intra-tumoral, debido a la co-existencia de subpoblaciones celulares 

con estados transcripcionales diferentes, los cuales pueden tener un impacto en la 

respuesta a las terapias (Arozarena, I. & Wellbrock, C. 2019; Boshuizen, J. et al., 2018 y 

Krepler, C. et al, 2017).  

Sorprendentemente, hemos visto que el aumento en la expresión de los genes 

reguladores de la FAO en los tumores de los pacientes que han progresado correlaciona 

con los marcadores de los distintos estados transcripcionales de melanoma asociados 

con resistencia adquirida a terapias (AXLhigh/MITFlow y AXLlow/MITFhigh), lo que implica 

una relevancia general del metabolismo de los lípidos en la progresión tumoral asociada 

a la adquisición de resistencia a las terapias. 

Efecto de la Ranolazina en los estados transcripcionales de las células de melanoma 

asociados a enfermedad mínima residual  

Cuando las células de melanoma se someten al tratamiento con BRAFi en combinación 

con RANO se observa un retraso en el crecimiento de las células que han adquirido 

resistencia. Las células resultantes de ello, VR y VR_RANO, muestran heterogeneidad 

transcripcional en cuanto a los diferentes estados transcripcionales descritos en 

melanoma por Rambow et.al. en 2018. En dicho trabajo, se determinó que las recaídas 

de los pacientes son debidas a la presencia de pequeñas subpoblaciones celulares del 

tumor que presentan tolerancia a los fármacos, o lo que también se conoce como 

enfermedad mínima residual. Así pues, mediante scRNAseq de las células procedentes 

de tumores de melanoma durante las distintas fases de tratamiento con MAPKi, 

Rambow, F. et al. estudiaron la diversidad de los distintos estados transcripcionales y la 
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transición desde un estado a otro durante la respuesta a los MAPKi. De esta forma, 

caracterizaron cuatro subpoblaciones celulares o estados transcripcionales que son: 

pigmentado, invasivo, NCSC (Neural Crest Stem Cell) y SMC (Starved-like Melanoma 

Cells). En línea con esto, determinaron que la población NCSC es la principal responsable 

de la progresión tumoral y por tanto de las recaídas de los pacientes. También, en este 

trabajo realizaron un estudio detallado de la expresión de MITF, y por tanto su actividad, 

y de cómo ésta evoluciona durante las fases de tratamiento con MAPKi en las cuatro 

subpoblaciones celulares identificadas. 

En esta tesis se ha visto que nuestro modelo in vitro de adquisición de resistencia a BRAFi 

recapitula el modelo de enfermedad residual de melanoma descrito en el trabajo de 

Rambow de 2018 (Rambow, F. et al., 2018). 

La RANO disminuye la aparición de las células con la firma génica asociada al estado 

NCSC, el cual por la expresión del marcador NGFR, se ha considerado el estado más 

refractario no solo para las terapias dirigidas sino también para las inmunoterapias 

(Rambow, F. et al., 2018 y Boshuizen, J. et al., 2020). El estado NCSC ha sido descrito de 

forma similar como “células madre neurales quiescentes” (Rambow, F. et al., 2018), y 

además está descrito que las células madre neurales adultas requieren de gran cantidad 

de FAO para poder mantener la quiescencia (Knobloch, M. et al., 2017). Por otro lado, 

en las células madre pluripotentes, la glucólisis estimula la proliferación e inhibe la 

diferenciación (Moussaieff, A. et al., 2015) mientras que, en las células de la cresta 

neural, ésta promueve la delaminación y la migración (Bhattacharya, D. et al., 2020). En 

la subpoblación correspondiente con el estado transcripcional NCSC presente en las 

células VR, las funciones biológicas dominantes observadas en el análisis de 

enriquecimiento son la diferenciación celular junto a la migración y la proliferación. Sin 

embargo, el análisis GSEA también detecta funciones biológicas asociadas con la 

respuesta al metabolismo de lípidos y ácidos grasos, pero no hay un enriquecimiento de 

funciones asociadas a glucólisis. Esto sugiere que el metabolismo de ácidos grasos 

mantiene el estado NCSC en las células con resistencia adquirida a BRAFi, lo que también 

explicaría por qué las células de melanoma con este estado transcripcional son tan 

sensibles a la RANO. 
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Por otro lado, el tratamiento con RANO junto al BRAFi (células VR_RANO), aumenta la 

expresión asociada al estado transcripcional invasivo, atenuando la expresión del estado 

de actividad de MITF. De esta manera se establecen células con un estado de actividad 

de MITF intermedia y un mayor estado invasivo. 

Efectos de la Ranolazina en la reorganización del metabolismo de la metionina y en la 

inmunogenicidad de las células de melanoma 

Nuestros datos indican que las células VR_RANO se caracterizan metabólicamente por 

utilizar glucólisis y la fosforilación oxidativa. Esto sugiere que la RANO reprograma a las 

células VR mediante la inhibición de la FAO, llevándolas hacia la oxidación de la glucosa 

y promoviendo la entrada de piruvato en el ciclo TCA. Hay estudios donde se ha visto 

que, en corazones de ratón tratados con RANO, aumentaba la actividad de la enzima 

piruvato deshidrogenasa o PDH (McCormack, JG. et al., 1996 y Clarke, B. et al., 1996), 

por lo que quizás éste podría ser el mecanismo por el que la RANO ejerce su 

reprogramación hacia el metabolismo de la glucosa. 

En cuanto al aumento de la fosforilación oxidativa, en las células VR_RANO se ha 

detectado una mayor producción de ROS, lo que puede desencadenar el aumento de la 

síntesis de glutatión y, en consecuencia, la activación del metabolismo de la metionina 

(Sanderson, SM. et al., 2019). Además, es importante destacar que la RANO también 

impacta en el metabolismo de la metionina afectando directamente la expresión de 

MTAP, MAT2A y SMS tal y como se vio en el análisis scRNAseq de las células VR_RANO. 

Por otro lado, cabe destacar que el mecanismo molecular o de señalización específico 

que conecta los efectos de la RANO y el metabolismo de la metionina sigue siendo una 

incógnita. Por ello, a futuro sería muy interesante entender en detalle cómo se da este 

proceso. 

Se ha visto que las células VR_RANO tuvieron respuestas más sensibles al tratamiento 

con SAM y al inhibidor de PRMT5 (PRMT5i), lo que implica una reducción de la actividad 

de MTAP mediada por RANO, la acumulación del subproducto de SMS, MTA, y la 

inhibición de PRMT5 (Kryukov, GV. et al, 2016; Marjon, K. et al., 2016; Mavrakis, KJ. et 

al., 2016 y Stevens, AP. et al., 2008). De hecho, tal y como se vio en el estudio 
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metabolómico, los niveles del producto de la enzima MTAP, MTR, estaban muy 

reducidos en las células VR_RANO, así como los de MTA se encontraban aumentados. 

En línea con esto, la RANO también aumenta la expresión de ciertos genes suprimidos 

por la actividad de PRMT5, como NLRC5 (Kim, H. et al, 2020), que es el regulador 

principal de los genes asociados al complejo MHC de clase I (TAP1, B2M y PSMB9), cuya 

función principal es la presentación de antígenos (Cho, SX. et al, 2021 y Meissner, TB. et 

al., 2010). La RANO también induce la expresión de los interferones de tipo 1, IFNA e 

IFNB, así como la de PD-L1, como ya se había observado previamente en células de 

melanoma con la expresión de PRMT5 silenciada (Kim, H. et al, 2020). Sin embargo, no 

se puede descartar que existan otras metil-transferasas que sean reguladas por SAM y 

que actúen en paralelo o de forma solapada con PRMT5. De igual manera, observamos 

que la respuesta de las células VR a la RANO o a SAM a corto plazo replica algunas de las 

características de las células VR_RANO, pero no da lugar exactamente al mismo 

fenotipo. Las células VR_RANO fueron generadas mediante el tratamiento con RANO 

durante el proceso de adquisición de resistencia a vemurafenib, pero ya no volvieron a 

recibir RANO mientras fueron expandidas para experimentos subsiguientes. A pesar de 

ello, los cambios fenotípicos descritos en los análisis por scRNAseq, como la expresión 

de interferones, de la maquinaria de presentación de antígenos, etc. se mantuvieron de 

forma estable. Esto sugiere que se pueden haber dado cambios epigenéticos que 

estabilicen la reorganización del metabolismo de la metionina y, en consecuencia, el 

fenotipo inmunogénico. De hecho, resultados preliminares (no mostrados) de un 

análisis proteómico realizado por el grupo del Dr. D´Alessandro sugieren que las células 

tratadas con RANO han sufrido cambios significativos en este sentido, ya que el análisis 

diferencial de los proteomas de las células VR y VR_RANO muestran un enriquecimiento 

significativo de procesos de remodelación de la cromatina dependientes de RANO. 

PRMT5 y otras metilasas como DNMT1 o EZH2 actúan a nivel epigenético para regular 

la expresión génica de STING (STimulator of INterferon Genes) en respuesta a niveles de 

SAM. Cuando es activo, STING induce la expresión de interferón, PD-L1 y el complejo 

MHC-I (Otegui, N. et al, 2023). A su vez, la señalización de STING puede ser regulada por 

la vía la quinasa STK11 y AMPK, enzimas clave en la detección del estado energético de 

la célula (Otegui, N. et al, 2023). Dado el efecto de la RANO como regulador de la 
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plasticidad metabólica de las células de melanoma, sería interesante estudiar si la RANO 

modula el eje STK11/AMPK como paso previo a la reorganización del metabolismo de la 

metionina. 

El tratamiento con RANO en combinación con anticuerpos anti-PD-L1 hace que cambie 

la inmunogenicidad de los tumores de melanoma in vivo, ya que se observó un aumento 

de la infiltración linfocitaria tumoral, particularmente de los linfocitos T CD8+ 

citotóxicos. Esta observación va en línea con el hecho de que, en un estudio realizado 

en melanoma, la supresión de PRMT5 hace que aumente la infiltración de las células T 

in vivo (Kim, H. et al, 2020). Este aumento en la infiltración linfocitaria tumoral resulta 

muy interesante ya que la RANO podría también estar actuando en el microambiente 

tumoral. Además, se ha descrito que la inhibición de PRMT5 en las células T hace que 

disminuya la cantidad de éstas en sangre periférica (Inoue, M. et al., 2018). También, la 

inhibición de PRMT5 en las células T suprime su proliferación y la producción de IFNG 

(Snyder, KJ. et al., 2020), lo que se traduciría en un menor efecto antitumoral. Nuestros 

datos sugieren que la RANO inhibe las actividades supresoras de PRMT5 y no solo 

aumenta la expresión de IFNG intra-tumoral y la abundancia de células T, sino que 

también reduce la cantidad de células T CD8+ exhaustas. Así pues, la RANO podría estar 

teniendo distintos efectos ya que, en las células tumorales, inhibe a PRMT5 

indirectamente por la reprogramación metabólica y este mecanismo podría ser 

diferente a la inhibición directa. Estos datos de nuevo indican la necesidad de estudiar 

en detalle el/los mecanismos de acción de la RANO, así como diseccionar sus efectos 

tanto a corto como a largo plazo en distintas subpoblaciones celulares del 

microambiente tumoral. 

Reorganización metabólica en el microambiente inmune 

La reprogramación metabólica desde un metabolismo glucolítico hacia uno lipídico, muy 

frecuente en tumores metastásicos, también afecta al microambiente inmune 

(Broadfield LA, et al., 2021). Tanto es así que la capacidad antitumoral de las células 

dendríticas, los macrófagos, los linfocitos T CD8 y las células NK es dependiente de un 

metabolismo glucolítico. En un ambiente rico en ácidos grasos, estas células inmunes 

pasan a utilizar los lípidos como su principal fuente de energía y pierden potencia 
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inmune. Por otro lado, la capacidad inmunosupresora de las células mieloides 

supresoras necesita de un metabolismo lipídico cuyo bloqueo, en consecuencia, inhibiría 

su rol pro-tumoral (Broadfield LA, et al., 2021).  

A día de hoy, se ha descrito que ciertas rutas metabólicas, incluyendo la FAO, regulan la 

diferenciación y la activación de las células T (Sun, N. et al., 2022). Se cree que el 

catabolismo de ácidos grasos puede favorecer la capacidad antitumoral de las células T 

CD8 ya que se ha visto, en un estudio realizado en ratones, un efecto sinérgico al 

combinar el tratamiento de anticuerpos anti-PD1 junto con agonistas de PPARA 

(Chamoto, K. et al., 2017 y Zhang, Y. et al., 2017). Sin embargo, es importante destacar 

que, mecanísticamente, el agonista de PPARA (bezafibrato) aumenta la FAO 

contribuyendo a mejorar la supervivencia de las células T citotóxicas, pero también 

aumenta la fosforilación oxidativa y la glucólisis. Esto lleva a un aumento en la 

proliferación de las células T naïve y a una mejor función efectora de los linfocitos T 

citotóxicos (Chowdhury, PS., et al., 2018). El aumento de la fosforilación oxidativa y el 

metabolismo de lípidos también correlacionan con mejores respuestas al tratamiento 

con anti-PD1 en pacientes, lo que va unido a una mayor presentación de antígenos y 

expresión de PD-L1 (Harel, M. et al.2019). Esto último puede reproducirse en ensayos in 

vitro mediante el uso de dicloroacetato (DCA), que induce la fosforilación oxidativa 

mediante la activación indirecta de PDH y promoviendo la oxidación de glucosa. En los 

resultados de esta tesis se ha observado que tanto la fosforilación oxidativa como la 

glucólisis se ven aumentados en las células de melanoma a consecuencia del 

tratamiento con RANO en combinación con el BRAFi. Por ello, obtener un efecto similar 

en las células T podría explicar la mejora en la respuesta a los anti-PD-L1, el aumento de 

la infiltración linfocitaria tumoral y, en definitiva, una mejor respuesta anti-tumoral. En 

cualquier caso, para poder confirmar esto se requiere de un estudio detallado del efecto 

de la RANO en las células inmunes. 

En conjunto, la fosforilación oxidativa parece ser el talón de Aquiles para la proliferación 

y activación de las células T, siendo la FAO una de las rutas metabólicas que la alimenta, 

así como la glucólisis por la cual se obtiene piruvato que es descarboxilado por PDH para 

que el Acetil-CoA resultante se introduzca al ciclo TCA y a la cadena transportadora de 

electrones donde se da dicho proceso.  
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Mecanismo de acción de la ranolazina: diana terapeutica 

Como hemos mencionado en varias ocasiones todavía no conocemos los genes 

concretos cuya actividad se ve afectada por la RANO. Las dianas específicas descritas 

hasta el momento de este fármaco son unos canales de sodio dependientes de voltaje 

(Nav1.5) de la familia SNC como SNC5A y SNC7A que, principalmente, se encuentran en 

las células cardiacas. Según nuestros datos (no mostrados), no parecen estar expresadas 

en las células de melanoma. A pesar de la evidencia que se aporta en este estudio, sigue 

siendo cierto que no conocemos la/s diana/s directas de la RANO por las cuales este 

fármaco regula la respuesta a terapias dirigidas o inmunoterapias. Un proyecto 

interesante sería dilucidar los posibles genes diana de la RANO para bloquear su 

expresión de forma dirigida y estudiar la contribución de cada gen a la respuesta a 

MAPKi y/o inmunoterapias. Aparte de la 3-ketoaciltiolasa, otros posibles candidatos 

serían las enzimas de la familia piruvato deshidrogenasa quinasa, PDK1-4. Estas enzimas 

pueden fosforilar a PDH en tres residuos distintos de serina (232, 293 y 300) inhibiendo 

su actividad (Rardin MJ. et al., 2009). Sin embargo, también una aproximación más 

global (“unbiased”) como la realización de un análisis por lipidómica/metabolómica a 

distintos tiempos tras la administración de RANO nos podría dar una perspectiva más 

profunda y detallada de los efectos directos e indirectos de este compuesto. 

En resumen, en este trabajo se ha proporcionado el racional científico para proponer 

combinar Ranolazina con BRAFi retrasando el establecimiento de la resistencia 

adquirida y, además, nuestros datos sugieren que la adaptación de las células a la 

Ranolazina durante el tratamiento con BRAFi puede llevar a los tumores a un fenotipo 

inmunogénico que predice una mejor respuesta a inmunoterapias. 

Otras aplicaciones de la ranolazina en oncología 

Durante su desarrollo, este trabajo se ha retroalimentado con los resultados del 

proyecto de tesis doctoral de Irene Lasheras-Otero donde se propone el uso de 

Ranolazina y Thioridazina para prevenir el desarrollo de metástasis hematógenas, 

derivadas de células circulantes de tumores (Lasheras-Otero, I. et. al., 2022). 

Curiosamente una de las respuestas celulares a la falta de adhesión más ampliamente 

descritas es el bloqueo de la proliferación y la disminución de la glucólisis. Ambos efectos 
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son similares a la respuesta a MAPKi de las células de melanoma con BRAF mutado, 

donde también se da una activación de catabolismo de ácidos grasos que permite 

mantener la viabilidad celular. En el trabajo de la Dra. Lasheras-Otero se demostró que, 

en las células de melanoma en condiciones de cultivo en suspensión, se produce una 

reorganización del metabolismo de los ácidos grasos que hace a las células dependientes 

de la FAO. Así, inhibidores de la FAO como la Ranolazina reducían la viabilidad de las 

células en suspensión in vitro y de la formación de metástasis in vivo, lo que llevaba a 

sugerir el uso adyuvante de estos fármacos para prevenir el desarrollo de enfermedad 

metastásica (Lasheras-Otero et al, 2022). 

Por otro lado, tanto los inhibidores de BRAF/MEK como las inmunoterapias se están 

estudiando en el contexto de adyuvancia (Jing, M. et al., 2022). En melanomas de grado 

II y III, sin enfermedad metastásica radiológica las terapias dirigidas aumentan la 

supervivencia libre de progresión (Hauschild, A. et al., 2012 y Banzi, M. et al., 2016). De 

igual manera, el tratamiento adyuvante con anticuerpos contra PD-1 produce claros 

efectos clínicos en la aparición de metástasis distales mejorando su supervivencia. 

Además, la inmunoterapia en pacientes de melanoma con enfermedad ganglionar 

clínicamente detectable también ha mostrado resultados muy prometedores (Lee, R. et 

al., 2023). Sin embargo, el beneficio global sigue siendo muy bajo ya que el riesgo de 

aparición de efectos adversos y toxicidades asociadas a estas terapias todavía es 

elevado. Actualmente, sigue siendo crítica la necesidad de desarrollar nuevas terapias o 

identificar biomarcadores que permitan estratificar a los pacientes para que sean 

tratados de una forma más eficiente. 

Dadas las evidencias presentadas por el presente estudio y el de la Dra. Irene Lasheras 

sería interesante estudiar el potencial clínico de las combinaciones de Ranolazina con 

terapias dirigidas o inmunoterapias en el contexto de adyuvancia. 

Además, una de las grandes preguntas que surgen de este estudio es si la RANO sería 

efectiva en otros contextos tumorales o terapéuticos. Estudios preliminares realizados 

en nuestro laboratorio, sugieren que así podría ser ya que observamos que líneas 

celulares de glioblastoma multiforme responden a ponatinib, un inhibidor multiquinasa 

con dianas como SRC, PDGFRA o PDGFRB, induciendo la expresión de genes 
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involucrados en el metabolismo lipídico. Entre estos genes, se encuentran también 

reguladores de la FAO por lo que es posible que el modelo de regulación de la respuesta 

a terapias dirigidas por la FAO seas extensible a otros tipos tumorales. Por otro lado, un 

estudio reciente mostró que la RANO podría modular el microambiente inmune en 

tumores murinos de próstata disminuyendo el crecimiento tumoral, aunque no se llegó 

a combinar la RANO con ningún agente inmunoterápico (Guth, A. et al, 2020). 

Conclusiones finales 

Los resultados obtenidos en este estudio tienen una evidente relevancia traslacional. 

Quizás el aspecto más interesante de nuestro estudio sea la capacidad de la RANO para 

inducir un fenotipo inmunogénico en las células que han adquirido resistencia a BRAFi. 

Trabajos previos como el de Haas, L. et al., han mostrado que la resistencia a terapias 

dirigidas en melanoma se acompaña de un microambiente tumoral “frío”, con menor 

infiltración inmunitaria y consecuentemente resistente a inmunoterapias (Haas, L. et al., 

2021).  Por otro lado, cada vez es más evidente que a la hora de decidir el orden de 

tratamiento con terapias dirigidas o inmunoterapias, los datos sugieren que las 

respuestas son mejores al utilizar primero la inmunoterapia (Atkins, MB. et al., 2023). 

En base a nuestros resultados es posible que la RANO permita que aquéllos pacientes 

que requieren que el tratamiento inicial sea con terapias dirigidas debido a la necesidad 

de reducir el volumen tumoral, puedan beneficiarse después de la administración de 

inhibidores de checkpoint inmunes. Al ser la RANO un fármaco aprobado por la FDA y la 

EMA para su uso en pacientes, la transferencia de este conocimiento a la práctica clínica 

podría realizarse con relativa celeridad. 
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1. El modelo in vitro de adquisición de resistencia a BRAFi diseñado para las células 

de melanoma mantiene de forma constante la resistencia establecida a BRAFi y 

es representativo de los modelos de persistencia celular y de enfermad residual 

de melanoma previamente descritos en la literatura. 

2. La FAO, mitocondrial y de peroxisoma, es esencial no sólo en las etapas iniciales 

de respuesta al BRAFi sino también para el establecimiento de la resistencia 

adquirida. 

3. El tratamiento con inhibidores de FAO mitoncondrial y de peroxisoma, como 

Thioridazina, Etomoxir y Ranolazina, en combinación con el BRAFi retrasa la 

aparición de colonias resistentes a BRAFi. 

4. El lipidoma de las células A375 resistentes al BRAFi (VR) presenta una mayor 

cantidad de especies lipídicas que el de las células parentales. El tratamiento con 

Ranolazina durante la adquisición de resistencia (células VR_RANO) revierte los 

cambios del BRAFi y establece un lipidoma menos enriquecido en especies 

lipídicas. 

5. Los análisis de los perfiles bioenergéticos y los ensayos de proliferación con 

Etomoxir y Ranolazina apoyan la importancia de la FAO mitocondrial en la 

proliferación de las células resistentes a BRAFi (VR). 

6. La FAO es relevante para la progresión tumoral en los pacientes de melanoma 

tratados con MAPKi y además la expresión de genes reguladores de FAO 

correlaciona con los fenotipos celulares asociados a resistencia a MAPKi. 

7. El tratamiento en combinación de BRAFi y Ranolazina redujo in vivo el 

crecimiento de los tumores resistentes a BRAFi y aumentó la supervivencia libre 

de progresión. 

8. El análisis por Single-Cell RNAseq de las células VR y VR_RANO muestra 

diferencias transcripcionales claras reflejadas en el enriquecimiento de 

diferentes clústeres entre ellas. 
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9. El tratamiento con Ranolazina disminuye la subpoblación celular NCSC en las 

células resistentes a BRAFi, la cual es responsable de la resistencia a terapias y 

las recidivas de los pacientes. 

10. Las células VR presentan dos poblaciones celulares diferenciadas que coexisten 

donde el metabolismo de ácidos grasos es crucial (catabolismo y anabolismo), 

mientras que las VR_RANO presentan más flexibilidad metabólica, enfocada en 

anabolismo de lípidos, glucólisis y fosforilación oxidativa. 

11. El tratamiento con Ranolazina aumenta la señalización de rutas relacionadas con 

la respuesta inmunitaria como las del interferón y presentación de antígenos en 

las células resistentes al BRAFi. 

12. La Ranolazina inhibe a PRMT5 modulando así la regulación de genes asociados a 

la presentación de antígenos, la expresión de PD-L1 y la producción de 

interferones, aumentando la inmunogenicidad de las células de melanoma 

resistentes a BRAFi. 

13. La Ranolazina, con independencia del BRAFi, promueve en las células de 

melanoma tanto humano como murino el fenotipo inmunogénico y, además, la 

combinación con anticuerpos anti-PD-L1 in vivo reduce el tamaño tumoral y 

mejora la supervivencia. 

14. El tratamiento in vivo con Ranolazina en combinación con anticuerpos anti-PD-

L1, aumenta la infiltración tumoral de linfocitos T CD8 citotóxicos, CD4 helper y 

células NK. 

15. Las células T CD8 citotóxicas que correlacionan con un perfil de células inmunes 

exhaustas son menos abundantes en los tumores tratados únicamente con 

Ranolazina en los ensayos in vivo. 
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1  | INTRODUC TION

Intra-tumour heterogeneity, reflected in the co-existence of dif-
ferent cancer cell phenotypes within a tumour, is an inherent prop-
erty of cancer. It is thought that transcriptional reprogramming 

establishes these phenotypes and dynamic reprogramming 
occurs throughout tumour progression. Epithelial–mesen-
chymal transition (EMT), which generates invasive epithelial-
derived phenotypes, is the most established concept of these  
dynamics.
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Abstract
A major challenge for managing melanoma is its tumour heterogeneity based on in-
dividual co-existing melanoma cell phenotypes. These phenotypes display variable 
responses to standard therapies, and they drive individual steps of melanoma pro-
gression; hence, understanding their behaviour is imperative. Melanoma phenotypes 
are defined by distinct transcriptional states, which relate to different melanocyte 
lineage development phases, ranging from a mesenchymal, neural crest-like to a pro-
liferative, melanocytic phenotype. It is thought that adaptive phenotype plasticity 
based on transcriptional reprogramming drives melanoma progression, but at which 
stage individual phenotypes dominate and moreover, how they interact is poorly 
understood. We monitored melanocytic and mesenchymal phenotypes through-
out melanoma progression and detected transcriptional reprogramming at differ-
ent stages, with a gain in mesenchymal traits in circulating melanoma cells (CTCs) 
and proliferative features in metastatic tumours. Intriguingly, we found that distinct 
phenotype populations interact in a cooperative manner, which generates tumours 
of greater “fitness,” supports CTCs and expands organotropic cues in metastases. 
Fibronectin, expressed in mesenchymal cells, acts as key player in cooperativity and 
promotes survival of melanocytic cells. Our data reveal an important role for inter-
phenotype communications at various stages of disease progression, suggesting 
these communications could act as therapeutic target.
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In melanoma, which is not of epithelial origin, plasticity between 
cells of so-called “proliferative” and “invasive” phenotypes had there-
fore been proposed as equivalent to EMT (Hoek et al., 2008). These 
two phenotype subpopulations are not defined by particular genetic 
lesions, but can be identified in melanoma tumours by their specific 
“proliferative” and “invasive” gene expression signatures (Rambow et al., 
2018; Widmer et al., 2012). However, single cell analysis has identified 
melanoma cells simultaneously expressing genes corresponding to the 
“proliferative” or “invasive” signatures (Ennen et al., 2017; Tirosh et al., 
2016), suggesting the existence of additional “transition” states. Indeed, 
recent studies revealed that the so-called “proliferative” and “invasive” 
states are rather part of a series of melanoma cell subpopulations that 
transcriptionally relate to distinct melanocyte lineage development 
states (Rambow et al., 2018; Tsoi et al., 2018). Hence, we proposed a 
melanoma “phenotype plasticity model,” in which transcriptional repro-
gramming can occur along a differentiation/de-differentiation gradient 
ranging from a melanocytic to a mesenchymal, neural crest-like phe-
notype (Arozarena & Wellbrock, 2019). The respective transcriptional 
states are identifiable by classifiers such as MITF for the melanocytic 
phenotype, and SMADs, NFκB, AP1 and TEADs as upstream regulators 
of the mesenchymal phenotype transcriptome.

MITF is a melanocyte lineage-specific transcription factor that 
rules the expression of pigmentation, but also cell cycle regulator 
genes; hence, so-called MITFhigh melanocytic phenotype cells are 
considered to be proliferative (Wellbrock & Arozarena, 2015). Low 
MITF expression correlates with de-differentiation, and the MITFlow 
mesenchymal phenotype is stated to be invasive, because cells of this 
phenotype tend to show increased ability to invade matrigel in re-
sponse to FCS (Carreira et al., 2006; Verfaillie et al., 2015; Widmer 
et al., 2012). This behaviour is probably due to the distinct expression 
of FCS-responsive receptors induced by SMADs, TEADs or AP1 in the 
mesenchymal phenotype (Arozarena & Wellbrock, 2019; Miskolczi 
et al., 2018; Rambow et al., 2015). Thus, discrete biological proper-
ties have been assigned to the different melanoma cell phenotypes, 
and this categorization has been extrapolated to aid the definition of 
tumour phenotypes. However, intra-tumour heterogeneity leads to 
the co-existence of these phenotypes (Tirosh et al., 2016; Verfaillie 
et al., 2015), and phenotype heterogeneity can lead to cooperative 
behaviour during tumour development (Tabassum & Polyak, 2015). 
We showed recently that cooperative interactions between mela-
noma phenotypes impact on melanoma cell invasion (Chapman et al., 
2014), but how communications between these phenotypes contrib-
ute to melanoma growth and progression is unknown.

To fully dissect the contribution of phenotype plasticity and co-
operativity in melanoma, we analysed the impact of heterogeneity 
on melanocytic and mesenchymal phenotypes during individual 
steps of melanoma development and progression.

2  | METHODS

For more detailed information, see Supporting Information Materials 
and Methods.

2.1 | Cell lines

WM266-4 cells were bought from the American Type Culture 
Collection, and 501mel cells were a gift from Steve Rosenberg (NCI, 
MD); all were obtained in 2008. WM266-4-GFP, 501mel-mCherry 
and WM266-4-GFP FN-kD have been previously described 
(Chapman et al., 2014) and had been generated with the Block-iT Pol 
II miR RNAi expression vector kit (Invitrogen). All cell lines were au-
thenticated in house by short tandem repeat profiling in 2018. These 
cell lines were grown in DMEM/10% FCS (PAA) as described previ-
ously (Wellbrock & Schartl, 2000).

2.2 | Animal work

Animal procedures involving animals were ethically approved and 
carried out under licence in accordance with the UK Home Office 
Animals (Scientific Procedures) Act (1986) and guidelines of the 
Committee of the National Cancer Research Institute for the Welfare 
and Use of Animals in Cancer Research (Workman et al., 2010). 
Subcutaneous xenografts were established in NSG mice by injecting 
cells in serum-free DMEM subcutaneously. Mice were weighed and 
tumours measured until they reached 1,000 mm3. Tumours, liver and 
lungs were harvested and fixed in formalin for immunohistochemis-
try. For the imaging studies, the indicated number of cells in PBS was 
implanted i.v.

2.3 | Statistical analysis

If not indicated otherwise, data represent the results for assays 
performed in triplicate, with error bars to represent errors from 

Significance

Different melanoma cell phenotypes co-exist within heter-
ogeneous tumours, and apart from affecting responses to 
therapies, they drive distinct steps of melanoma progres-
sion; hence, understanding phenotype behaviour is imper-
ative for better prognostic assessments. While phenotype 
plasticity based on transcriptional reprogramming has 
been studied extensively, little is known about phenotype 
interactions in heterogeneous tumours. We demonstrate 
here that inter-phenotype communications contribute to 
phenotype plasticity, and result in cooperative behaviour, 
which accelerates tumour growth and supports melanoma 
cell dissemination and metastasis. We reveal an important 
role for inter-phenotype communications at various stages 
of disease progression, suggesting these communications 
could act as therapeutic target.
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the mean. Statistics were performed using GraphPad Prism version 
8.00 for Mac OS, GraphPad Software, San Diego, California USA. If 
not indicated otherwise, one-way ANOVA with Tukeys's post hoc 
test was used for bar graph analyses and the mixed effects model 
to analyse tumour growth over time. Where indicated, values are 
mean ± SEM. *p < .05; **p < .01; ***p < .001.

3  | RESULTS

3.1 | High FN1 expression in the mesenchymal 
phenotype accelerates the onset of melanoma growth

To assess the behaviour of different phenotypes, we chose melano-
cytic 501mel cells and mesenchymal WM266-4 cells. Both cell lines 
have been widely used to study melanoma plasticity (Carreira et al., 
2006; Cheli et al., 2011; Miskolczi et al., 2018; Ohanna et al., 2011; 
Strub et al., 2011), and because the respective transcriptional states 
linked to MITF in melanocytic 501mel cells or related to SMADs and 
AP1 in mesenchymal WM266-4 cells are maintained when in culture 
(Figure S1a), they represent reliable models for each individual tran-
scriptional phenotype.

In line with their melanocytic phenotype, 501mel cells are iden-
tified by the Hoek (Widmer et al., 2012) as well as the Verfallie 
(Verfaillie et al., 2015) “proliferative” signature, whereas mesen-
chymal WM266-4 cells are significantly enriched in “invasive” sig-
nature genes (Figure S1b–d). Expression of GFP or mCherry did not 
change the respective phenotypes with regard to their functional 
behaviour, or melanocytic or mesenchymal features (Figure 1a,b and 
Figure S1c,d). Thus, these cell lines demonstrate all characteristics of 
the respective melanocytic/proliferative or mesenchymal/invasive 
phenotypes of which MITF expression levels serve as classifier (see 
Figure 1b).

In line with previous observations (Caramel et al., 2013; Cheli 
et al., 2011; Rambow et al., 2015; Wardwell-Ozgo et al., 2014), the 
onset of growth of melanocytic 501mel tumours was delayed com-
pared to mesenchymal WM266-4 tumours (Figure 1c and Figure 
S2a). Expression of MITF and its target genes linked to differentia-
tion and proliferation was up-regulated in all growing tumours com-
pared to the initially injected cells (Figure 1d and Figure S2b), which 
is in line with the requirement of MITF for tumour growth (Simmons, 
Pierce, Al-Ejeh, & Boyle, 2017). Intriguingly, the expression of human 
fibronectin (FN1) was also increased (Figure 1d), suggesting that it is 
also favourable for tumour growth.

Immunohistochemistry (IHC) analysis using a fibronectin an-
tibody with reactivity to mouse and human revealed a similar 
staining intensity in 501mel and WM266-4 tumours despite a sig-
nificant lower mRNA expression of human FN1 in 501mel tumours 
(Figure 1e,f). However, murine Fn1 expression was elevated in 
501mel tumours (Figure 1g), and this correlated with an abundance 
of cells positive for the cancer-associated fibroblast (CAF) marker 
αSMA (Figure 1f). We found that mouse Fn1 could serve as adhesion 
substrate and activate adhesion signalling in 501mel cells (Figure 

S2c,d), supporting the idea that fibronectin derived from murine 
CAFs might aid tumour growth. This idea was further corroborated 
by findings with WM266-4 cells in which FN1 was depleted by RNAi; 
the loss of FN1 profoundly delayed tumour growth (Figure 1h and 
Figure S2e). However, tumours that eventually started growing con-
tained abundant αSMA-positive CAFs correlating with increased 
host Fn1 expression (Figure 1i,j). At the cellular level, fibronectin 
supported melanoma cell aggregation (Figure S2f,g) and protected 
WM266-4 cells from apoptosis, which was also seen for low FN1 
expressing 501mel cells (Figure S2h,i).

3.2 | Mesenchymal, but also melanocytic phenotype 
cells are sufficient to seed metastases

We confirmed (Eccles et al., 2008; Mills et al., 2002) that mesen-
chymal WM266-4 cells efficiently seed the lung after tail vein in-
jection, however melanocytic 501mel cells seeded the liver instead 
(Figure 2a-b). While due to this organotropism previous studies 
might have missed the metastatic potential of 501mel cells, it should 
be mentioned that compared to others (Ohanna et al., 2011; Tichet 
et al., 2015), we used NSG mice for these experiments, which sug-
gests a possible contribution of the immune environment in defining 
the metastatic potential of 501mel cells.

Expression of MITF and its target gene CDK2 was increased 
in both, lung and liver metastases (Figure 2c), which agrees with 
the fact that MITF is required for metastasis outgrowth (Simmons 
et al., 2017). On the other hand, FN1 expression was down-regu-
lated (Figure 2c), and with 501mel cells expressing hardly detect-
able basal levels of FN1 (Figure S2g), this strongly suggested that 
cell-derived FN1 is not a relevant factor for metastatic seeding 
of the liver by 501mel cells. On the other hand, using WM266-4 
FN-kd cells revealed that WM266-4-derived FN1 is required for 
their ability to establish lung metastasis (Figure 2d). Lung and liver 
weights (Figure 2e) reflected that both phenotypes were able to 
produce experimental metastasis and that WM266-4 cells required 
FN1 to seed the lung.

3.3 | Melanocytic phenotype cells cooperate with 
mesenchymal phenotype cells in tumour growth in a 
FN-dependent manner

To assess how phenotype heterogeneity affects melanoma 
growth, we analysed xenografts grown by either WM266-4 or 
501mel cells or a heterogeneous mixture of both cell lines; due to 
the high proliferative activity of 501mel cells, we chose a ratio of 
25%–75% WM266-4 cells. Tumour growth onset of heterogene-
ous tumours was not affected when compared to WM266-4 tu-
mours (Figure 3a), but heterogeneous tumours grew significantly 
faster (Figure 3b and Figure S3) and had reached a greater volume 
at 29 days than WM266-4 tumours (Figure 3a). Heterogeneous 
tumours containing WM266-4 FN-kd showed delayed tumour 
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growth onset (Figure 3b), indicating that FN1 is also important 
for growth in heterogeneous tumours, which was also reflected in 
tumour-free survival (Figure 3c).

Heterogeneous tumours were composed of red 501mel and 
green WM266-4 subpopulations growing in clusters, but occasion-
ally, particularly at tumour edges, the subpopulations intermixed 
(Figure 3d). Fibronectin co-localized with WM266-4-GFP cells was 
enriched between the populations and also detectable in areas 

where 501mel-mCherry cells grew (Figure 3d). A more detailed 
analysis of tumour composition analysing GFP- or mCherry-mRNA 
expression revealed that although initially injected at 25%, 501mel 
cells made up 50% of heterogeneous tumours when they reached 
~1000 mm3 (Figure 3e). Even more striking, in tumours that con-
tained FN1-deficient WM266-4 cells, 501mel cells outgrew the 
incompatible WM266-4 FN-kd cell population (Figure 3e). At the 
cellular level, there was no proliferative advantage when 501mel 

F I G U R E  1   FN1 accelerates the onset of melanoma growth. (a) GSEA plot of EMT Hallmark (Liberzon et al., 2015) for 501mel-mCherry 
and WM266-4-GFP cells. (b) Expression heatmap showing gene subset with the highest up- and down-regulation in 501mel-mCherry versus 
WM266-4-GFP cells. (c) Tumour volumes over 31 days in mice (n = 3 mice/group) injected with 501mel-mCherry and WM266-4-GFP cells. 
(d) Fold change in mRNA expression in indicated tumours when compared to cell lines. (e) qRT-PCR analysis of human FN1 expression in 
indicated tumours. (f) IHC for fibronectin and αSMA in indicated tumours. Scale bar: 100 µm. (g) qRT-PCR analysis of mouse Fn1 expression 
as in (e). (h) Tumour volumes over a period of 40 days in mice (n = 4 mice/group) injected with WM266-4-GFP or WM266-4 FN-kd-GFP cells. 
Expression of FN1 in both cell lines was analysed by Western blotting. ERK2 served as loading control. (i) IHC for fibronectin and αSMA in 
WM266-4-GFP tumours (day 32) and WM266-4 FN-kd-GFP tumours (day 40). Scale bar: 100 µm. (j) qRT-PCR analysis of human FN1 and 
mouse Fn1 expression in the respective tumours. **p < .01; ***p < .001, for GSEA: FDR < 0.0001

F I G U R E  2   Mesenchymal and 
melanocytic melanoma cells seed 
metastases. (a) Representative images 
of in vivo bioluminescence imaging in 
NSG mice injected i.v. with luciferase 
expressing WM266-4-GFP or 501mel-
mCherry cells. Quantitation of imaging 
signals of serial images is shown (n = 4 
mice/group). (b) Photographs and H&E 
staining of livers and lungs isolated from 
mice described in (a). Scale bar: 2000 µm. 
(c) qRT-PCR analysis of indicated 
genes and in indicated cell lines and 
corresponding metastases. The mean fold 
change (n = 3) is indicated, cut-off p < .05. 
(d) Representative images of in vivo 
bioluminescence imaging of metastases 
in NSG mice injected IV with luciferase 
expressing WM266-4-GFP or WM266-4 
FN-kd-GFP cells (n = 3 mice/group). (e) 
Lung and liver weights from mice injected 
with the indicated cell lines (n = 3 mice/
group). Normal lungs and livers served as 
control. One-way ANOVA, ***p < .001
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cells were co-cultured with WM266-4 cells (Figure 3f), but there was 
a significant effect on survival in heterogeneous melanoma spheres 
and this effect was dependent on the ability of WM266-4 cells to 
express FN1 (Figure 3g).

3.4 | Cooperativity in heterogeneous tumours 
results in “phenotype adaptation” compatible with 
enhanced tumour growth

Bulk RNA sequencing (RNA-seq) has revealed that “invasive,” “neural 
crest stem cell-like” and “pigmented” phenotypes co-exist within a 
tumour and can be identified by their respective expression signa-
tures (Rambow et al., 2018). Following this approach, we assessed 
the impact of cooperativity on individual phenotype populations 
during tumour growth.

In “homogenous” WM266-4 and 501mel tumours, the pheno-
type corresponding to each cell line was retained (Figure 4a and see 
Figure S1b). Unsupervised clustering of RNA-seq data from “homo-
geneous” and “heterogeneous” tumours distinguished the different 
tumour groups and identified 3 clusters, which in heterogeneous 
tumours were linked to expression patterns of 501mel (501melhigh, 
501mellow) and WM266-4 (WM266-4high) tumours, respectively 
(Figure 4b). However, “heterogeneous” tumours also expressed two 
clusters with uniquely down-regulated (heterolow) and up-regulated 
(heterohigh) genes, respectively. The group of down-regulated genes 
comprised only 69 genes amongst them were JARID1D (KDM5D) and 
SNAI2. The cluster of uniquely up-regulated genes was enriched in 
established “invasive-phenotype” markers like AXL, SOX9, TGFB and 
NGFR (Figure 4b). Indeed, heterogeneous tumours were enriched for 
EMT and Verfaillie “invasive” signatures even relative to WM266-4 
tumours (Figure S4a,b), but MITF expression was higher than in 
WM266-4 tumours (Figure 4c).

To assess specific changes in the mesenchymal WM266-4 pop-
ulations, we FACS-sorted these from homogeneous or heteroge-
neous tumours and found that MITF expression was similar under 
both conditions (Figure S4c,d). Nevertheless, EMT, TNFα, TGFβ and 
inflammatory response signatures were enriched in WM266-4 cells 
in a heterogeneous setting (Figure 4d). Thus, the presence of me-
lanocytic phenotype 501mel cells had stimulated a further up-reg-
ulation of mesenchymal features in WM266-4 cells, which is also 
reflected in enrichment for the Verfaillie “invasive” and reduction of 
the “proliferative” signature (Figure 4d).

In isolated 501mel cells, the Verfaillie “proliferative” signature 
was up-regulated, but intriguingly the subpopulation had also ac-
quired hallmarks of EMT and TGFβ signalling and was enriched for 
the Verfaillie “invasive” signature (Figure 4e). Thus, while maintaining 
characteristics of the melanocytic phenotype, 501mel cells had also 
gained mesenchymal features in the presence of WM266-4 cells. 
This gain in mesenchymal features was correlated with an up-regu-
lation of AP1 complex factors such as JUN, FOS and FOSL1 as well 
as TEAD1, whereas MITF expression was unchanged (Figure S4e).

In heterogeneous tumours, both phenotype subpopulations had 
down-regulated oxidative phosphorylation (Figure 4d,e, and Figure 
S4a,b), suggesting a change in metabolic activity compatible with 
enhanced tumour growth. Individual contributions of the two phe-
notypes in “heterogeneous” tumours resulted in major changes in 
cell–cell junctions and ECM interactions with increased expression 
of FN1, TNC and matrix re-modellers, and alterations in the rep-
ertoire of collagens and adhesion receptors (Figure 4f and Tables 
S1–S3).

Overall, transcriptional plasticity in both phenotype subpopu-
lations within heterogeneous tumours resulted in up-regulation of 
functional programmes that established tumours of greater “fitness” 
with enhanced growth and reduced cell death linked to increased 
ECM dynamics and cell adhesion. Because we have analysed a pool 
and not single cells, we are not able to distinguish between general 
transcriptional changes in all cells of one subpopulation or specific 
changes in just some cells. The latter however appears more likely, 
because close interaction between the different phenotypes does 
not occur throughout the whole tumour (see Figure 3d).

3.5 | Fibronectin-mediated cooperativity enhances 
CTC persistence

Because we found that WM266-4 cells can provide a survival advan-
tage for 501mel cells partly linked to adhesion signalling (Figure 3g), 
we argued that this might also be relevant for circulating melanoma 
cells (CTCs). We confirmed that WM266-4 cells were more resistant 
to anoikis and provided a survival advantage to 501mel cells, which 
was partly dependent on FN1 expression (Figure 5a,b). Furthermore, 
501mel cells adhered stronger to WM266-4 cells than to them-
selves, and this was abolished in the absence of FN1 (Figure 5c).

We next injected 501mel cells i.v. either alone or with WM266-4 
cells and after 24h analysed blood for the presence of melanoma 

F I G U R E  3   Cooperativity between phenotypes occurs in a FN-dependent manner. (a) Tumour volumes at days 18 and 29 in mice (n = 4 
mice/group) injected with 501mel-mCherry or WM266-4-GFP cells. (b) Tumour volumes over a period of 40 days in mice (n = 4 mice/group) 
described in (a). Statistics are comparing heterogeneous 501mel-mCherry/WM266-4-GFP tumours with the indicated tumours. (c) Tumour-
free survival. (d) Direct fluorescence imaging of frozen tumour sections derived from mice injected with 501mel-mCherry or WM266-4-
GFP cells. Sections were stained for fibronectin expression using a pan- fibronectin antibody. (e) qRT-PCR analysis of GFP and mCherry 
expression in tumours from mice injected with 501mel-mCherry or WM266-4-GFP cells either alone or in combination as indicated. (f) EdU 
incorporation into 501mel-mCherry or WM266-4-GFP cells when either co-cultured with themselves or with each other (either 501mel or 
WM266-4 cells in insert). (g) Relative NucView® 488-caspase activity over time was measured in aggregated 501mel-mCherry cells in the 
presence of increasing amounts WM266-4-GFP or WM266-4 FN-kd-GFP cells using the Incucyte imaging system. *p < .05; ***p < .001; 
***p < .001



     |  7ROWLING et aL.



8  |     ROWLING et aL.



     |  9ROWLING et aL.

cells by colony formation. In this experimental approach, only 
501mel cells grew as colonies, as WM266-4 cells were highly inef-
ficient to initiate a colony from a single cell (data not shown). We 
found that the presence of WM266-4 cells significantly increased 

the number of 501mel colonies, but WM266-4 FN-kd cells were un-
able to do so (Figure 5d).

In tumour-bearing mice, we found a dose-dependent increase in 
colonies formed from circulating 501mel cells under heterogeneous 

F I G U R E  4   Cooperativity in heterogeneous tumours results in “phenotype adaptation”. (a) Functional characteristics of 501mel-mCherry 
or WM266-4-GFP tumours revealed by GSEA using the Verfaillie “invasive” and “proliferative” signature and the MSigDB hallmark gene 
set collection (Liberzon et al., 2015). (b) Hierarchical clustering heatmap of 6,176 genes that are differentially expressed between 501mel-
mCherry, WM266-4-GFP and heterogeneous tumours. (c) qRT-PCR analysis of MITF expression in the indicated tumours. (d) Functional 
characteristics of WM266-4-GFP cells sorted either from homogeneous WM266-4 tumours or from heterogeneous tumours revealed by 
GSEA. (e) Functional characteristics of 501mel-mCherry cells sorted either from homogeneous 501mel tumours or from heterogeneous 
tumours revealed by GSEA. (f) Functional characteristics of heterogeneous tumours. Unique characteristics of heterogeneous tumours are 
in blue. Transcriptional changes induced in both subpopulations are in orange. Hallmarks of heterogeneous tumours derived from changes in 
expression in WM266-4 cells (green), and 510mel cells (red) are also indicated. **p < .01; ***p < .001. For GSEA analysis: FDR < 0.05

F I G U R E  5   Fibronectin-mediated cooperativity enhances CTC persistence. (a) Quantification of cell viability of 501mel-mCherry, 
WM266-4-GFP or WM266-4 FN-kd-GFP cells in suspension. (b) Relative cell number of 501mel-mCherry cells under anoikis conditions 
(plates coated with 3% agarose) either alone or co-cultured with WM266-4-GFP or WM266-4 FN-kd-GFP cells. (c) Relative adhesion of 
mCherry or GFP expressing 501mel to indicated cells. (d) Quantification of 501mel CTCs isolated from mice (n = 3 mice/group) 24 h after 
IV injection with the indicated cell lines (either 100% or 50% 501mel-mCherry cells in heterogeneous injections). The number of colonies 
formed from mice injected with 50% cells has been adjusted to 100%. (e) Quantification of 501mel CTCs isolated from mice (n = 4 mice/
group). Blood was isolated from mice with 501mel-mCherry tumours at day 38, for heterogeneous tumours at day 28 and for WM266-4 FN-
kd-GFP tumours at day 50. (f) Heatmap of fold induction of gene expression in CTCs compared to tumours. (g) Functional characteristics of 
501mel-mCherry CTCs and 501mel-mCherry tumours revealed by GSEA using the MSigDB hallmark and Gene Ontology (GO) term gene set 
collection, as well as the Verfaillie proliferative and invasive signatures
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conditions (Figure 5e). This could be due to the fact that in hetero-
geneous tumours, 501mel cells had acquired features of EMT (see 
Figure 4e). For tumours grown with 501mel and WM266-4 FN-kd 
cells, CTCs were below the detection level which might be due to 
a lower number of 501mel cells present in these tumours or that 
WM266-4 FN-kd cells had an inhibitory effect on 501mel cell 
dissemination.

We were intrigued to detect CTCs from homogeneous 501mel tu-
mours, because in vitro 501mel cells are weakly invasive (Arozarena 
et al., 2011; Carreira et al., 2006). Reasons for this altered behaviour 
in vivo could be that 501mel cell invasion is supported by the host 
microenvironment, and indeed, we found that mouse fibronectin 
has the potential to enhance 501mel cell invasion in vitro (Figure 
S5). In addition, we argued that phenotype plasticity in homogenous 
501mel tumours could enable 501mel cells to access the circulation. 
To address this, we isolated 501mel CTCs from tumour-bearing mice 
and performed RNA-seq. The isolated CTCs displayed up-regula-
tion of FN1 (and its integrin receptors), as well as WNT2 and MCAM 
(Figure 5f), all previously implicated in CTCs (Rapanotti et al., 2017; 
Yu et al., 2012).

Overall, the CTCs derived from melanocytic 501mel cells dis-
played features of a mesenchymal phenotype in which TGFB, TNFA/
NFKB and the inflammatory response signatures were enriched 
(Figure 5g). Intriguingly however, enrichment of the Verfaillie “in-
vasive” signature did not reach significance (FDR q = 0.055489495) 
(Figure 5g), and 501mel CTCs remained negative for AXL and 
WNT5A, the most established markers of the “invasive” signature. 
On the other hand, down-regulation of a large group of keratins 
characteristic for EMT was observed, and CTCs had up-regulated 
an EMT signature (Figure 5g and Table S4). This suggests that mel-
anoma cells can feature an EMT/mesenchymal phenotype without 
having to adopt all characteristics of the “invasive” signature. Indeed, 
while the expression of EMT upstream regulators like TEAD1 and 
AP1 factors FOS, JUNB and JUN was up-regulated in CTCs, MITF 
expression was unchanged (Figure 5f).

501mel CTCs also displayed down-regulation of cell cycle pro-
gression genes such as CDK1, CCNA and CCNB, and signatures related 
to E2F targets, G2M checkpoint and mitotic spindle were down-reg-
ulated (Figure 5f,g). This suggested reduced proliferative activity 
in 501mel CTCs, yet they showed a significant enrichment for the 
Verfaillie “proliferative” signature. An explanation for this could be 
that genes linked to melanocyte differentiation (see Figure 5f) and 
possibly other cell cycle-independent genes contained within the 
“proliferative” signature were actually up-regulated in CTCs.

3.6 | Phenotype cooperativity 
expands organotropic cues

Finally, we wanted to assess whether cooperativity also occurs 
during the establishment and growth of metastases. For this, we 
injected mice with luciferase expressing WM266-4-GFP cells and lu-
ciferase-negative 501mel-mCherry cells. We could detect lung me-
tastasis when WM266-4 cells were injected alone and co-injected 
with 501mel cells (Figure 6a). Likewise, we could detect liver metas-
tases in mice injected with 501mel cells in both settings (Figure 6a). 
Because in the co-injection only 50% of each subpopulation was pre-
sent, the luciferase signal from WM266-4 cells in the lung was sig-
nificantly stronger in the homogeneous than in the heterogeneous 
setting, and this was also reflected in the lung weight (Figure 6a,b). 
Similarly, the liver weight of co-injected mice lay in between that of 
control and singly injected mice (Figure 6c). Analysis of lungs and 
livers for the presence of GFP or mCherry signals revealed that no 
cooperativity had occurred during the immediate steps of metasta-
sis. Instead, the two subpopulations had followed their organotropic 
cues in order to seed metastasis (Figure 6d).

In the tail vein experiment, heterogeneity only occurs for a lim-
ited time after cells have been injected, but when both subpopula-
tions reach an organ and one population encounters an environment 
that is inappropriate for it to seed and grow, then a selection occurs 
and heterogeneity is lost for the remaining time of the experiment. 
We therefore wondered, whether in mice that had grown hetero-
geneous tumours over a longer period of time cooperativity might 
be visible, because under these conditions, heterogeneous subpop-
ulations of cells should be disseminated constantly throughout the 
experiment.

We first analysed mice that had developed homogeneous 
501mel or WM266-4 tumours as well as mice with heterogeneous 
tumours for the presence of human ACTAB expression, and could 
confirm expression in livers of mice with 501mel and in lungs of 
mice with WM266-4 tumours (Figure 6e). In mice bearing hetero-
geneous tumours, we detected ACTAB signals in the lung and in the 
liver (Figure 6e). We then analysed these organs for the presence 
of GFP and mCherry expressing cells, and found GFP signals in the 
lungs of mice with WM266-4 as well as heterogeneous tumours, and 
mCherry signals in the livers of mice with 501mel or heterogeneous 
tumours (Figure 6f). Most strikingly though, in the mice that had 
developed heterogeneous tumours we could also detect signals for 
mCherry in the lung and GFP in the liver (Figure 6f), indicating that 
the constant release of heterogeneous circulating melanoma cells 

F I G U R E  6   Phenotype cooperativity expands organotropic cues. (a) NSG mice (3 mice/group) were injected IV with either luciferase 
expressing WM266-4-GFP or 501mel-mCherry cells or a 50/50% mix. Mice were imaged for in vivo bioluminescence at week 5 after 
injection, and livers were extracted. Representative images are shown. (b) Lung, (c) liver weights from mice injected as in (a). Normal lungs 
and livers served as control. (d) qRT-PCR analysis of GFP and mCherry expression in lungs and livers from mice defined in (a). (e) qRT-PCR 
analysis for human ACTAB expression in lungs and livers from tumour-bearing mice (n = 3 mice/group) induced by 501mel-mCherry or 
WM266-4-GFP or WM266-4 FN-Kd-GFP cells either alone or in combination. (f) qRT-PCR analysis of GFP and mCherry expression in 
lungs or livers from mice described in (e). (g) Model depicting transcriptional changes and cooperative effects in homogeneous melanocytic 
501mel-mCherry or mesenchymal WM266-4-GFP and heterogeneous tumours during melanoma progression. *p < .05; **p < .001; 
***p < .001
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led to an expansion of organotropism and the cells could now suc-
cessfully seed a previously incompatible tissue environment.

4  | DISCUSSION

Increasing evidence indicates that tumours act as “communities,” 
whereby cooperative behaviour between individual phenotypes 
can contribute to tumour progression (Tabassum & Polyak, 2015). 
We showed previously that melanocytic MITFhigh and mesenchymal 
MITFlow melanoma cells cooperate to drive invasion of melanoma in 
vivo (Chapman et al., 2014). For this, we chose a melanocytic MITFhigh 
cell line and a mesenchymal MITFlow cell line, whereby MITF expres-
sion levels serve as classifier for these phenotypes. Comparison 
between these distinct cell lines is preferable to comparison of in 
vitro generated sub-clones from an individual cell line in which MITF 
expression levels have been manipulated. This is because in vitro, in 
the absence of signalling from the tumour microenvironment, each 
phenotype-specific epigenetic background is incompatible with sus-
tained genetic manipulation of MITF expression. As such, ectopically 
over-expressed MITF cannot induce differentiation and prolifera-
tion in mesenchymal MITFlow cells such as RPMI-7951 or WM266-4, 
and RNAi-mediated MITF depletion in 501mel cells result in DNA 
damage and induction of senescence rather than establishing a 
mesenchymal state (Carreira et al., 2006; Cheli, Ohanna, Ballotti, & 
Bertolotto, 2010; Lauss et al., 2015; Strub et al., 2011; Vachtenheim, 
Novotna, & Ghanem, 2001; Wellbrock & Marais, 2005).

We show here that phenotype cooperativity can lead to earlier onset 
and faster growth of tumours. This cooperativity was partly depen-
dent on cell-derived FN1, which protects melanoma cells from anoikis 
(Boisvert-Adamo & Aplin, 2006) and appears to provide a survival ad-
vantage for melanoma cells independent of their phenotype. We found 
that FN1 also impacted on the persistence of CTCs and is important 
for survival of cells in suspension, possibly by providing a “platform” for 
activating adhesion signalling (Boisvert-Adamo & Aplin, 2006). Several 
studies have assessed the functional role of FN1 in melanoma cells in 
vitro and the role of niche and plasma fibronectin in the context of mel-
anoma metastasis (von Au et al., 2013; Garmy-Susini et al., 2010; Malik 
et al., 2010; Pasqualini, Bourdoulous, Koivunen, Woods, & Ruoslahti, 
1996), but we reveal a new role for melanoma cell-derived FN1, which 
due to cooperative effects accelerates the growth of heterogeneous 
tumours and enhances melanoma cell dissemination by acting on CTCs. 
In line with this, fibronectin is up-regulated in pancreatic CTCs, where 
it is involved in anoikis protection (Yu et al., 2012). Furthermore, similar 
to melanoma (Khoja et al., 2014), CTC clusters are found in breast can-
cer, and their existence is dependent on the presence of plakoglobin, 
emphasizing the relevance of cell–cell adhesions (Aceto et al., 2014).

Cooperative behaviour can induce alterations in the metastatic 
potential of cancer cells. For instance, non-metastatic breast cancer 
clones can cooperate to establish metastasis, which they are unable 
to do as individual clonal populations (Marusyk et al., 2014). Likewise, 
SCLC neuroendocrine and non-neuroendocrine phenotypes are 
required for metastasis (Calbo et al., 2011). In our setting, both 

phenotypes were able to establish metastasis, but in a heterogeneous 
setting, their specific organotropic cues were expanded (Figure 6g). 
We do not know, whether the two phenotypes seeded individual sec-
ondary tumours or gave rise to heterogeneous metastases, but the 
idea of multiple distinct cell populations derived from a primary mel-
anoma being able to act as founders of individual metastases is sup-
ported by findings from phylogenetic analyses (Sanborn et al., 2015).

The phenomenon of expanded organotropism could be due 
to changes in the metastatic niche and/or due to changes in the 
transcriptional state in heterogeneous CTCs. While we could not 
test the latter in heterogeneous CTC populations (the more com-
plex sorting process resulted in poor RNA quality), we found high 
expression levels of SPARC, FN1 and TNC in 501mel cells from het-
erogeneous tumours when compared to cells from homogeneous 
tumours, and importantly, all three factors have been implicated in 
lung metastasis of melanoma (Fukunaga-Kalabis et al., 2010; Tichet 
et al., 2015).

Possibly negative selection due to the lung-specific immune 
environment contributes to the exclusion of 501mel cells. 501mel 
cells are widely used as the gold-standard for non-tumorigenic and 
non-metastatic melanoma cells (Ohanna et al., 2011; Tichet et al., 
2015). Indeed, they grow very ineffectively and are non-metastatic 
in athymic nude mice, but we find that these properties are dramat-
ically changed in an NSG background. Interestingly, factors secreted 
from senescent cells (Ohanna et al., 2011) or overexpression of 
SPARC (Tichet et al., 2015) enable 501mel cells to establish lung me-
tastasis in nude mice, but whether these factors change the immune 
recognition of 501mel cells has not been assessed.

While there is increasing evidence for cooperativity at different 
stages, not much is known about the effect of phenotype commu-
nications on the dynamics of transcriptional states. We found that 
in heterogeneous tumours, the melanocytic and mesenchymal phe-
notypes adapt through phenotype plasticity with an overall trend of 
acquiring more mesenchymal features. In tumours, this resulted in 
melanocytic phenotype cells that still expressed high levels of MITF, 
but had up-regulated EMT and invasive signatures and corresponding 
transcription factors such as TEAD1 and AP1 factors (summarized in 
Figure 6g). Our findings agree with gene expression analyses in mel-
anoma that revealed a gradient of phenotypes (Tirosh et al., 2016) 
and cell states simultaneously expressing both signatures (Ennen 
et al., 2017). For epithelial cancers, a recent study in transgenic mice 
identified subpopulations that represent individual epithelial to mes-
enchymal transition states, which supports the idea that EMT occurs 
in a gradual manner (Pastushenko et al., 2018). We recently proposed 
a “phenotype plasticity model” in which a differentiated melanocyte 
and an un-differentiated neural crest stem cell-like state are epigeneti-
cally stable extremes (Arozarena & Wellbrock, 2019). In this model, 
complete switching from one to the other phenotype would require 
considerable “activation energy” and may therefore occur with very 
low frequency. Our data suggest that during melanoma growth and 
progression, phenotype adaptation occurs, whereby crucial transcrip-
tional regulators of one phenotype are up-regulated, while character-
istics of the other phenotype are still maintained.
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Understanding the dynamics and identifying drivers of the most 
relevant “transition” state(s) is crucial whether we want to improve our 
possibilities to predict tumour progression. Moreover, therapeutic in-
tervention inevitably impacts on these dynamics and selects for certain 
cell states. We and others have shown that blocking drivers of relevant 
heterogeneous phenotypes can improve the outcome of targeted ther-
apy in melanoma (Obenauf et al., 2015; Smith et al., 2017), and our data 
presented here suggest that blocking FN1-mediated interactions can 
interfere with melanoma at various stages of disease progression.
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Simple Summary: The standard of care for patients with newly diagnosed glioblastoma (GBM)
comprises surgery followed by radio- and chemotherapy. In addition, dexamethasone is used to
manage the development of inflammation within the brain in general, and particularly during
treatment. The effects of dexamethasone on patient survival however remain controversial because
several clinical studies suggest that dexamethasone could potentially restrict effective radiotherapy.
With the idea to improve GBM therapy, we set out to identify small molecule inhibitors that could
improve the killing of GBM cells when applied together with radiotherapy. We have identified a
novel dexamethasone-induced mechanism that can directly protect GBM cells from radiotherapy
and thus may contribute to the adverse effects observed in the clinic. Strikingly, this mechanism also
sensitises GBM cells to tyrosine kinase inhibitors, thus encouraging the revision of the use of these
inhibitors for the treatment of GBM, potentially in an adjuvant setting.

Abstract: (1) Background: Despite the indisputable effectiveness of dexamethasone (DEXA) to reduce
inflammation in glioblastoma (GBM) patients, its influence on tumour progression and radiotherapy
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response remains controversial. (2) Methods: We analysed patient data and used expression and cell
biological analyses to assess effects of DEXA on GBM cells. We tested the efficacy of tyrosine kinase
inhibitors in vitro and in vivo. (3) Results: We confirm in our patient cohort that administration
of DEXA correlates with worse overall survival and shorter time to relapse. In GBM cells and
glioma stem-like cells (GSCs) DEXA down-regulates genes controlling G2/M and mitotic-spindle
checkpoints, and it enables cells to override the spindle assembly checkpoint (SAC). Concurrently,
DEXA up-regulates Platelet Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) signalling, which stimulates
expression of anti-apoptotic regulators BCL2L1 and MCL1, required for survival during extended
mitosis. Importantly, the protective potential of DEXA is dependent on intact tyrosine kinase
signalling and ponatinib, sunitinib and dasatinib, all effectively overcome the radio-protective and
pro-proliferative activity of DEXA. Moreover, we discovered that DEXA-induced signalling creates a
therapeutic vulnerability for sunitinib in GSCs and GBM cells in vitro and in vivo. (4) Conclusions:
Our results reveal a novel DEXA-induced mechanism in GBM cells and provide a rationale for
revisiting the use of tyrosine kinase inhibitors for the treatment of GBM.

Keywords: glioblastoma; dexamethasone; PDGFR; mitosis checkpoint; sunitinib

1. Introduction

Glioblastoma (GBM) remains among the cancers with poorest prognosis with a me-
dian overall survival of only 15 months after diagnosis [1]. Recent efforts to understand
the genetics of GBM have improved our knowledge of the molecular events leading to
gliomagenesis and mutations; amplifications or deletions of genes such as IDH1, NF1,
PTEN, P53, RB1, PDGFRA or EGFR have been identified [2,3]. Genome-wide analyses
of large patient cohorts have revealed clinically relevant GBM subtypes such as classical,
proneural or mesenchymal, which correlate with particular tumour microenvironments
and have prognostic implications [3–5].

Radiotherapy is the standard of care for GBM after surgical resection, but the vast
majority of patients relapse due to intrinsic or acquired resistance. Acquired resistance
to radiotherapy is thought to rely on the deregulation of DNA repair mechanisms, cell
cycle progression and survival pathways in GBM cells, but also on signals from the stroma,
including a hypoxic extracellular environment [6]. In addition, sub-populations of undiffer-
entiated glioblastoma stem-like cells (GSCs) that show increased resistance to radiotherapy
are thought to cause tumour relapse [6].

Almost all patients with brain tumours receive corticosteroids at some point in the
course of their disease [7]. Corticosteroids help control increased intra-cranial pressure
based on peritumoral vasogenic edema, which contributes significantly to morbidity and
occurs in >60% of GBM patients; the incidence of edema is further increased by brain
surgery, radiotherapy and adjuvant chemotherapy [7]. The gluco-corticoid dexamethasone
(DEXA) is the most commonly used corticosteroid for Central Nervous System-affected
cancer patients with edema-associated neurological manifestations, and over 70% of pa-
tients receive DEXA while undergoing multimodal radio/chemotherapy [7]. DEXA targets
macrophages and lymphocytes thus blocking the production of pro-inflammatory cy-
tokines, modulating innate and adaptive immunity and reducing inflammation. However,
several clinical studies suggest that DEXA could potentially restrict effective radio- as
well as chemotherapy as they have made the observation that low steroid use during
radio/chemotherapy correlated with better survival [8–13]. While clinicians consider act-
ing on these challenges, there are currently no real alternatives for the management of
intracranial hypertension or brain edema in GBM patients.

Despite improvements being made with standard of care therapies, the prognosis of
patients with GBM remains poor. Molecular targeting important players in GBM could be
an alternative to tackle this disease, and receptor tyrosine kinases (RTKs) such as EGFR and
Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha (PDGFRA) have been considered as targets
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in trials using small molecule inhibitors, because apart from harbouring mutations, the cor-
responding genes are frequently amplified [2,3]. Support for the relevance of these RTKs for
GBM comes from mice genetically engineered to experience deregulated PDGFR or EGFR
signalling in an adequate genetic background, as this promotes gliomagenesis [14–16].

Despite these encouraging clinical and pre-clinical data, so far there is no breakthrough
coming from RTK targeting trials, probably because, apart from restrictions for some
inhibitors to crossing the blood-brain-barrier, there have been limitations through small
sample size as well as great heterogeneity in disease and prior therapy.

With the idea to improve GBM therapy, we set out to identify small molecule inhibitors
that could improve the killing of GBM cells when applied concomitant to radiotherapy with
the possibility that they can also function as single agent in post-radiation maintenance.
We discovered that DEXA could directly act as radio-protective factor by up-regulating a
PDGFR signalling cascade in GBM cells. Importantly, this DEXA induced signalling-switch
produces a general vulnerability not only in GBM cells but also in GSCs towards Food and
Drug Administration (FDA)-approved tyrosine kinase inhibitors (TKIs) such as sunitinib.

2. Results
2.1. Dexamethasone Protects from Radiotherapy and Reduces Survival in GBM Patients

To identify mechanisms of radio-protection in GBM we analysed the effect of FDA-
approved drugs on the survival of T98G cells after a single high dose of radiation (Figure 1A).
Intriguingly, this identified 13 members of the family of glucocorticoids (Figure 1B).
Amongst the identified glucocorticoids was dexamethasone (DEXA), which is of ma-
jor clinical relevance for GBM patients [7]. We therefore assessed the effect of DEXA on
our patient cohort of 285 stage IV glioma patients registered at the Donostia University
Hospital in San Sebastian, Spain (for details see Figure S1). DEXA administration correlated
with significantly shorter overall survival after surgery, and this effect was also seen in the
cohort of patients who had received radiotherapy after surgery (Figure 1C,D). Moreover,
the time to relapse after radiotherapy was significantly shorter in DEXA-treated patients
(Figure 1E). Our findings are supported by previous observations [10,12,17,18] and high-
light the relevance of the controversial role of DEXA, but importantly the mechanism by
which DEXA can induce radio-protection of GBM is unclear.
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Figure 1. Dexamethasone protects from radiotherapy and reduces survival in glioblastoma (GBM)
patients. (A) Schematic showing workflow of the FDA approved drug screen. T98G cells were treated
with a library of 978 FDA approved drugs at 10 µM, exposed to a single dose of 12 Gy and 96 h
later analysed for survival using crystal violet staining. (B) 26 drugs selected in the first screen were
re-screened at concentrations of 1, 10 and 25 µM using 6 Gy. Thirteen glucocorticoids identified in this
second screen are shown. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was set = 1. (C) Kaplan-Meier analysis of the
Biodonostia patient cohort. Differences in overall survival for patients receiving no corticosteroids
(n = 141) or dexamethasone (n = 144) are shown. Hazard ratio and p (log-rank) are indicated. (D)
Kaplan-Meier analysis of the Biodonostia cohort of patients who underwent radiotherapy (n = 207).
Differences in overall survival for patients receiving basal (n = 93) or no (n = 114) dexamethasone
are shown. Hazard ratio and p (log-rank) are indicated. (E) Kaplan-Meier analysis for progression
free survival after radiotherapy for patients receiving no (n = 114) or basal dexamethasone (n = 93).
Hazard ratio and p (log-rank) are indicated.

2.2. Dexamethasone Suppresses Genes Required for Accurate Mitosis Control

To reveal the effects of DEXA on GBM cell function, we performed RNAseq on T98G
cells (Table S1). Pathway analysis of significantly down-regulated transcripts revealed a
profound effect of DEXA on genes controlling G2/M transition, mitosis and cytokinesis
(Figure 2A). Analysis of essential regulators of the G2/M and spindle assembly checkpoints
(PLK1, TTK/MPS1), mitotic spindle dynamics (KIF11) and sister chromatid separation
(PTTG1/securin) confirmed their down-regulation in a panel of glioblastoma cell lines
(Figure 2B). Reduced expression of these genes was independent of DEXA concentrations
or treatment times (not shown) and was also observed in the human glioma stem-cell line
GNS166 (Figure 2C). Thus, the down-regulation of mitosis-control genes appears to be a
universal response of GBM cells to DEXA.
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Figure 2. Dexamethasone (DEXA) suppresses mitosis control genes and overrides the spindle assembly checkpoint (SAC).
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(A) Functional characteristics of T98G cells treated with 25 µM DEXA for 18 h revealed by Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) using Gene Ontology (GO) term, Reactome and Pathway Interaction Dataset (PID) gene set collections. (B) qRT-PCR
analysis for TKK, PLK1, KIF11 and PTTG1 in the indicated cell lines represented as mean fold change of triplicates treated
with DEXA for 18 h relative to DMSO. (C) qRT-PCR analysis for the indicated genes in GNS166 cells as in (B). (D) % T98G
cells in mitosis, quantified (n = 3 experiments) 48 h after addition of 25 µM DEXA. (E) iCELLigence™ proliferation analysis
of T98G cells either non-radiated or radiated with 8G y in the absence or presence of 10 µM DEXA. (F) T98G cells either
untreated (DMSO) or treated with 25 µM DEXA for 48 h were analysed with anti-α-tubulin and stained with Hoechst 33258
and imaged. (G) Mitotic errors (monopolar or tripolar spindle, lagging chromosomes, chromosome bridges) per 50 mitotic
cells were quantified. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3). (H) T98G cells treated with 5 nM vincristine with or without
25 µM DEXA were stained for phospho-H3 and quantified at the indicated times. Treatment with 1 µM reversine (REV)
served as control. (I) T98G cells treated with 5 nM vincristine with or without 25 µM DEXA for 48 h were stained with
Hoechst 33258 and imaged. (J) T98G cells were treated as in (H) and analysed for colony formation (mean ± SEM (n ≥ 3);
DMSO treated cells were set 100% and 1 µM reversine (REV) served as positive control. (K) Cell number quantification of
T98G cells radiated with 6 Gy either in the absence (control) or in the presence of DEXA. Thus, 10 µM DEXA was added to
the cells either prior (pre) or after (post) radiation as indicated. Control cells were set 1, n = 3. Images represent examples.
** p < 0.01, *** p < 0.001.

In the The Cancer Genome Atlas (TCGA) GBM patient cohort [4] mitosis-control
genes are highly expressed in ~20% of tumours, where they display striking co-expression
(Figure S2A). However, the majority of tumours exhibit low expression of the respective
genes (Figure S2A). Pitter and co-workers, who had made similar observations [18], pro-
posed that with most patients receiving DEXA, low expression of cell cycle-regulator genes
might reflect a tumour response to the corticoid. Supporting this notion, tumours from
lower grade glioma patients [19], who also frequently receive DEXA besides radiotherapy,
display a similar expression pattern for the respective mitosis-control genes (Figure S2B).

It was also suggested that the down-regulation of cell cycle-regulator genes explains
DEXA’s negative effect on patient survival, because it would result in reduced proliferation
thus allowing glioma cells to escape radiotherapy-induced toxicity [18]. Indeed, low
expression of a “DEXA mitosis down” signature is significantly linked to poor overall
survival and faster relapse (Figure S2C–F). Intriguingly however, exactly the opposite is
observed in lower grade gliomas (Figure S2G). Notably, these survival data are independent
of the mutation status of IDH1, which is mutated in 78% of patients in the lower grade
glioma cohort and 6% of the GBM cohort [4,19]. Overall, this suggests that the situation is
more complex and that the outcome of reduced mitosis-control gene expression is distinct
in GBM cells, where this appears to support GBM progression.

2.3. Dexamethasone Drives Proliferation by Overriding Cell Cycle Checkpoints

Concomitant with the reduced expression of G2/M checkpoint genes, DEXA signifi-
cantly increased the mitotic index in a panel of GBM cell lines (Figure 2D and Figure S3A).
This was however not linked to a mitotic arrest because DEXA treated GBM cells continued
dividing (Figure 2E and Figure S3B). Nevertheless, we found that cells driven into mitosis
by DEXA displayed an increased amount of mitotic errors ranging from mono- or tripolar
spindles, to unaligned or lagging chromosomes and chromosome bridges (Figure 2F,G,
Figure S3C).

Under controlled conditions such mitotic errors will activate the spindle assembly
checkpoint (SAC) resulting in an extended mitotic arrest, and if the error cannot be resolved,
the default response is death in mitosis [20]. This might occur in non-transformed MCF-10A
cells, where DEXA, despite increasing the mitotic index, severely reduces the number of
dividing cells (Figure S3A,B). However, cancer cells frequently override the SAC, allowing
them to divide with aneuploidy or return to interphase without completing cell division,
thus leading to polyploidy [21,22]. The fact that DEXA-treated GBM cells continued to
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divide despite an increase in mitotic errors suggested that the SAC was compromised, and
that DEXA may have the potential to override the SAC.

To test this idea, we treated cells with low concentrations of the microtubule-
destabilising agent vincristine, which led to a profound increase in cells in mitosis within
24 h and a reduction in viable cells (Figure 2H,I, Figure S3D,E). As positive control we used
reversine, an MPS1 (TTK) inhibitor [23] that induces SAC override and polyploidy [24].
Reversine alone severely suppressed the number of cells in mitosis (Figure 2H), caused
the formation of multi-nucleated cells (Figure S3D) and reduced the number of viable cells
(Figure S3E), the latter suggesting that post mitotic apoptosis was triggered. Reversine
was able to override the vincristine induced mitotic arrest, and this was accompanied
by the appearance of multinucleated cells (Figure 2H and Figure S3D). Most importantly,
DEXA also reduced the number of cells in vincristine-induced mitotic arrest; it induced
the formation of multinucleated cells and increased the number of cells that survived
vincristine treatment (Figure 2H–J). At the molecular level we found that the localisation
of BUB1 and CENPF at kinetochores was reduced in the presence of DEXA (Figure S3F)
further corroborating that DEXA compromises the SAC.

The ability of DEXA to override the SAC would suggest that it is able to support the
continued division of cells, even if they have encountered radiation-induced DNA damage.
Indeed, confirming our observations made in the screen with T98G cells (Figure 1), DEXA
was stimulating cell division in several GBM cell lines even when they had been radiated
(Figure 2E and Figure S3B). Most importantly however and in line with the ability of
DEXA to override the checkpoint that produces a mitotic arrest, its positive effect on the
propagation of radiated cells also occurred when administered sometime after cells had
been irradiated (Figure 2K).

2.4. Dexamethasone Up-Egulates PDGFR Mediated Survival Signalling

Overriding the SAC allows DNA damage to be translated into chromosome abnormal-
ities, but for continued proliferation with chromosome abnormalities appropriate survival
signalling is required [20,22].

To identify what enables GBM cells to continue to proliferate in the presence of DEXA,
we analysed our T98G RNAseq-data. This revealed significant enrichment of receptor
tyrosine kinase (RTK) and particularly PDGFR signalling in DEXA treated cells (Figure 3A).
Indeed, we observed a modest up-regulation of components of the PDGFR signalling
module, including the ligand PDGFB in response to DEXA, although this varied amongst
different GBM cell lines (Figure 3B,C). Moreover, treatment with DEXA led to an increase in
the auto-phosphorylation of PDGFRA and PDGFRB (Figure 3D), which can occur in homo-
and heterodimers [25]. Phosphorylation of Y572 in PDGFRA and/or Y579 in PDGFRB
creates binding sites for SRC family kinases (SFKs) including SRC, FYN and YES as well
as STAT5 [25] and we found phosphorylation (i.e. activation) of both after 18 h of DEXA
treatment in T98G and A172 cells (Figure 3E).
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Figure 3. Dexamethasone induces PDGFR mediated survival signalling. (A) Functional characteristics of T98G cells treated
with 25 µM DEXA for 18 h revealed by GSEA using GO term and PID gene set collections. (B) qRT-PCR analysis for
PDGFRA, PDGFRB and PDGFB in the indicated cell lines represented as mean fold change of triplicates treated with DEXA
for 18 h relative to DMSO. (C) Western blot analysis for PDGFRA and PDGFRB in the indicated cell lines either untreated
or treated with DEXA for 18 h. Beta-actin served as loading control. (D) Western blot analysis for PDGFRA, PDGFRB
and the indicated phospho-specific antibodies in T98G cells either untreated or treated with DEXA for 18 h. The lysate
of one experiment was run on several lanes per blot, which were probed in parallel. Beta-actin serves as loading control
and representative controls are shown. (E) Western blot analysis for phospho-SFK (using a phospho SRC antibody) and
phospho-STAT5 in the indicated cell lines either untreated or treated with DEXA for 18 h. Beta-actin served as loading
control. (F) Co-expression analysis of the indicated genes from the TCGA Glioblastoma dataset. (G) qRT-PCR analysis for
BCL2L1 and MCL1 in the indicated cell lines represented as mean fold change of triplicates treated with DEXA for 18 h
relative to DMSO. (H) qRT-PCR analysis as in (G). Cells were treated with DEXA in the absence or presence of 200 nM
ponatinib for 18 h. (I) Quantification of the relative cell number of the indicated cell lines grown in the absence or presence
of 25 µM DEXA. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3). (J) Quantification of the relative cell number of the indicated cell
lines grown with or without 25 µM DEXA in the absence or presence of 25 nM or 100 nM ponatinib (Pon) or 1 µM or 3 µM
sunitinib (Sun). Data represent mean ± SEM (n ≥ 3). (K) Quantification of the relative cell number of T98G cells grown
with or without 25 µM DEXA in the absence or presence of 5 µM S63845 (S63), 1 µM navitoclax (Nav) or 5 µM venetoclax
(Ven). Data represent mean ± SEM (n ≥ 3). ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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The activation of SRC and STAT signalling downstream of RTKs can induce survival
signalling through BCL2L1 or MCL1 [26,27]. In fact, STAT5B can be activated by SFKs
and mediate survival signalling in glioblastoma cells through direct activation of the
BCL2L1 promoter [28]. Moreover, STAT5B can drive tumour progression in a PDGFB-
driven glioma model and this involves increased BCL2L1 expression [29]. In the TCGA
GBM patient cohort [4] STAT5B and the expression of SRC, FYN and YES are strongly
correlated with the expression of BCL2L1, but also with MCL1 (Figure 3F and Figure S4A).
Importantly, PDGFRB expression is also significantly correlated with STAT5B, BCL2L1 and
MCL1 expression (Figure 3F and Figure S4A,B). In line with our previous observations,
DEXA stimulated the mRNA expression of both, BCL2L1 and MCL1 in T98G and A172
cells (Figure 3G). In SF118 and LN229 cells it only induced MCL1 or BCL2L1, respectively
(Figure 3G), which was correlated with inefficient activation of SRC and STAT5 (not shown).
In T98G and A172 cells, the DEXA induced BCL2L1 and MCL1 expression was reduced
by the potent PDGFRB inhibitor ponatinib (Figure 3H), demonstrating that ponatinib can
block DEXA-induced signalling.

Inactivation of BCL2L1 and MCL1 during prolonged mitosis has been considered
the priming event in mitotic death signalling [20]. With DEXA reducing mitotic control
through the SAC, increased expression of BCL2L1 and MCL1 could enable cells to survive
with mitotic errors. As such, the balance between lowering the activity of the SAC and
enhancing survival signalling could contribute to the net effect of DEXA on GBM cell
growth, which indeed is notoriously variable amongst different GBM cell lines [13]. We
found that DEXA induces colony formation in T98G and A172 cells, in which both BCL2L1
and MCL1 are up-regulated, but no significant effect was seen in SF188 cells and DEXA
was inhibitory in LN-229 cells (Figure 3I).

The relevance of PDGFR signalling for long-term growth was corroborated by the
fact that the DEXA-induced colony formation of T98G and A172 cells was suppressed by
ponatinib and another PDGFR inhibitor, sunitinib (Figure 3J). Moreover, the DEXA-induced
growth effect was also abolished by the MCL1 inhibitor S63845 and the pan BCL2 family
inhibitor navitoclax, which also inhibits BCL2L1 (Figure 3K). Furthermore, no inhibition
was seen with the BCL2 specific inhibitor venetoclax (Figure 3K), emphasizing the specific
role of BCL2L1 in DEXA mediated survival signalling.

2.5. PDGFR Expression and SRC Kinase Activation Correlate in High-Grade Gliomas

We next assessed whether the pathway relevant for DEXA-induced long-term growth
was activated in human glioblastoma. We focused on SFKs, because reliable antibodies
against the activated forms (phospho-SFK) are available. As seen for STAT5B (Figure S4A),
both PDGFRA and PDGFRB significantly correlate with the expression of SRC, FYN and
YES in the TCGA patient cohort (Figure 4A and Figure S4C). Analysis of a tissue microarray
(TMA) identified both PDGFRA expression and basal SFK phosphorylation as detectable
in the majority of normal glial cells in healthy brain tissue as well as in GBM tumours
(Figure 4B). On the other hand, whereas PDGFRB expression was only seen in 22% of
normal glial cells, in GBM tumours its expression was increased and detectable in 65%
(Figure 4B). PDGFRA and PDGFRB displayed high expression in 59% and 22% of samples,
respectively (Figure 4C,D), whereas high SFK phosphorylation was seen in approximately
half of all tumours (Figure 4E). In these “phospho-SFK high” tumours 66% also expressed
high PDGFRA or PDGFRB or both (Figure 4F), supporting a scenario in which PDGFR
signalling contributes to SRC/SFK activation in high-grade gliomas.
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Figure 4. PDGFR and SRC kinase co-expression in high-grade gliomas. (A) Co-expression analysis of the indicated genes
from the TCGA Glioblastoma dataset. (B) Overall expression of pSKF (using a phospho-SRC antibody), PDGFRA and
PDGFRB in a TMA containing 70 stage 4 Glioblastoma and 10 healthy cerebrum tissue samples. (C) Quantification of
relative PDGFRA expression in TMA GBM samples; scale bar, 50 µm. (D) Quantification of relative PDGFRB expression in
TMA GBM samples; scale bar, 50 µm. (E) Quantification of relative pSFK expression in TMA GBM samples; scale bar, 50 µm.
(F) Quantification of relative expression of PDGFRA and PDGFRB in high pSFK tumour samples.
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2.6. Tyrosine Kinase Inhibition Overcomes Dexamethasone-Mediated Radioprotection

We next wished to analyse the impact of DEXA-induced PDGFR signalling on radiated
cells. Intriguingly, radiation alone led to up-regulation of PDGFR, its ligand PDGFB,
BCL2L1 and MCL1, albeit with some variations (Figure 5A).

1 
 

 Figure 5. DEXA and PDGFB act as radio-protective factors and tyrosine kinase inhibitors (TKIs) inhibit this protection. (A)
qRT-PCR analysis for the indicated genes in different GBM cell lines treated with 25 µM DEXA for 18 h before radiation
with 6 Gy. RNA expression was analysed 24 h later. Data are represented as mean fold change of triplicates treated relative
to non-radiated DMSO control cells (=1). A colony formation assay is shown as example for the radio-protective effect of
DEXA in radiated cells. (B) Quantification of cell numbers in the indicated cell lines radiated with 6 Gy in the absence
or presence of the indicated concentrations of DEXA as described above. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3). (C)
Quantification of cell numbers in the indicated cell lines either non-radiated or radiated with 6 Gy in the absence or presence
of recombinant PDGFBB. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3). (D) Quantification of cell numbers of SF188 cells radiated
with 6 Gy and treated with DEXA in the absence or presence of recombinant PDGFBB. Data represent the mean ± SEM
(n ≥ 3). (E) Quantification of cell numbers in the indicated cell lines radiated with 6 Gy in the absence or presence of DEXA
and the indicated inhibitors. Data represent mean ± SEM (n ≥ 3). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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The effect of radiation on mitosis-control genes was diverse with up-regulation in
T98G cells and strong down-regulation in A172 cells (Figure 5A). DEXA generally induced
a similar profile in transcriptional changes to what we had seen in non-radiated cells with
up-regulation of PDGFRs, BCL2L1 and MCL1 but down-regulation of mitosis-control
genes (Figure 5A). As with non-radiated cells, this impacts on the balance between reduced
mitosis control and increased survival signalling. Accordingly, the radioprotection capacity
of DEXA varied with radio-protective effects seen in T98G, SF188 and LN229 cells but an
inhibitory effect in A172 cells, in which DEXA strongly down-regulated mitosis and cell
division related genes (Figure 5A,B).

As we had observed up-regulation of PDGFR and its ligand, we assessed the radio-
protective capacity of PDGFR signalling in the absence of DEXA by exposing GBM cells to
recombinant PDGFB. We found that PDGFB was not only generally pro-proliferative but
also protects radiated cells (Figure 5C), supporting the relevance of PDGFR signalling in
the context of radiation. Intriguingly, in radiated SF188 cells, the effect of PDGFB alone was
much weaker than what we had previously observed with DEXA (Figure 5B). We therefore
pre-treated radiated SF188 cells with DEXA and this significantly increased the radio-
protective effect of PDGFB (Figure 5D), further supporting the idea that DEXA “primes”
glioblastoma cells towards PDGFR mediated growth and survival signalling.

To analyse whether inhibiting PDGFR signalling could overcome the radio-protective
effect of DEXA, we used the tyrosine kinase inhibitors (TKIs) ponatinib and sunitinib,
which have a high affinity for PDGFR, as well as dasatinib, which also inhibits SFKs. All
three inhibitors were effective in GBM cells (Figure S5A) and significantly inhibited GBM
cell colony formation after radiation, even when DEXA provided a radio-protective effect
(Figure 5E).

2.7. Dexamethasone Sensitizes Glioblastoma Cells to Sunitinib

In some radiated GBM cell lines, we saw an enhanced response to ponatinib and
dasatinib in the presence of DEXA (Figure 5E). However, with sunitinib a significant in-
crease in the inhibitory effect was seen in all cell lines when DEXA was present (Figure 6A).
Moreover, this effect was independent of radiation and was also observed in non-radiated
cells (Figure 6A), which suggested that DEXA induced signalling generally sensitizes GBM
cell lines to sunitinib.
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 Figure 6. Dexamethasone sensitizes glioblastoma cells to sunitinib. (A) Quantification of cell numbers in T98G cells either
non-radiated or radiated with 6 Gy in the absence or presence of DEXA and sunitinib. Data represent mean ± SEM (n ≥ 3).
(B) Images depicting neurospheres formed by GSCs under the indicated conditions. (C) Quantification of sphere formation
by GSCs cultured in stem cell medium under non-adherent conditions either non-radiated or radiated with 8 Gy in the
absence or presence of DEXA or sunitinib (Sun). Data represent mean ± SEM (n ≥ 3). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

While GBM cell lines provide vital information with regard to drug responses, it is
GSCs that are thought to be the source of therapeutic resistance and tumour recurrence
after surgery, and they are considered a critical target in a successful therapy approach [30].
When we analysed GSCs derived from mice overexpressing PDGFA but lacking TP53 and
NF1, we found that independent of radiation the basal neurosphere formation capacity
was not sensitive to sunitinib (Figure 6B,C).

However, DEXA, which was not only promoting neurosphere formation in non-
radiated and radiated GSCs, also profoundly sensitized these GSCs to the inhibitory effect
of sunitinib (Figure 6B,C). This further supports the idea that DEXA induced signalling
establishes a vulnerability for sunitinib in glioblastoma cells.

DEXA reduces the development of cerebral edema in GBM patients by blocking
the production of pro-inflammatory cytokines, which otherwise affect blood-brain-barrier
(BBB) functionality. As microglial cells and astrocytes play an important role in this scenario,
we wished to examine the effect of the DEXA/sunitinib combination treatment on these
cells. DEXA suppressed the expression of the pro-inflammatory cytokines IL1B and TNFA
in LPS/IFNγ activated microglial cells, and sunitinib increased this response (Figure S5B).
A similar situation occurred with IL10 (Figure S5B), but no effect was seen with the
marker of the M2a alternative activated phenotype, ARG1 (Figure S5B). In astrocytes,
the DEXA/sunitinib combination suppressed LPS/IFNγ-induced IL1β but not TNFα
expression (Figure S5C). The expression of IL10 and ARG-1, both suppressed by LPS/IFNγ,
was recovered by DEXA/sunitinib treatment.

2.8. Dexamethasone Induces a Therapeutic Vulnerability for Sunitinib In Vivo

To assess whether the DEXA induced vulnerability occurs in vivo, we used U251MG
cells, because they are relatively resistant to sunitinib, dasatinib and ponatinib
(see Figure S5A), but display significant synergy when treated with DEXA and sunitinib
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(see Figure 6A). Similar to what is seen in radiated cells (see Figure 5A) DEXA treatment of
non-radiated U251MG cells also suppresses PLK1, KIF11 and PTTG1 expression, but TTK
expression is induced by DEXA in these cells (Figure S6A). BCL2L1 and MCL1 expression
are induced in U251MG cells by DEXA, which correlates with a pro-proliferative effect
in vitro (Figure S6B).

For the in vivo treatment, we chose a dose of 0.3 mg/kg DEXA once daily in order
to minimize effects on weight loss (Figure S6C) as this effect had been described previ-
ously [31,32]. At this dose DEXA maintained tumour growth, but we did not observe a
significantly increased mean tumour volume (Figure 7A). This suggested that we either did
not reach concentrations high enough to detect the pro-proliferative effect, or that DEXA-
induced effects on the tumour microenvironment counteracted proliferation. Importantly
however, under conditions where sunitinib was entirely ineffective in reducing tumour
volume, the additional presence of DEXA led to a significant reduction in tumour growth
(Figure 7A), demonstrating that the sensitization of GBM cells by DEXA observed in vitro
also occurs in vivo.

We used phospho-SRC/SFK to monitor effects on downstream signalling activated by
DEXA. Basal phosphorylation in control mice varied from very low to medium intensity
(Figure 7B, Figure S6D,E). DEXA induced an increase in phospho-SRC signal, but strikingly
this was also seen with sunitinib (Figure 7B and Figure S6D,E). Such an increase in phos-
phorylation has been observed previously with imatinib and ponatinib and was suggested
to be based on compensatory signalling induced by these TKIs when used as single agents
at low/ineffective concentrations [33,34]. Importantly however, when used in combination
with DEXA sunitinib led to a striking reduction in phospho-SRC signal (Figure 7B and
Figure S6D,E).

Despite the increase in phospho-SRC signal in DEXA treated tumours, we did not
detect a significant increase in BCL2L1 and MCL1 expression (Figure 7C,D). This suggests
that the DEXA-induced signaling was only sufficient to maintain the expression of survival
signalling, which is in line with the lack of increased growth. Nevertheless, although not
reaching significance, there was a trend of reduced expression of PLK1, KIF11, PTTG1
and TTK (the latter otherwise induced by DEXA in U25MG cells (see Figure S6A) in
DEXA treated tumours (Figure 7E–H). More importantly, the DEXA/sunitinib combination
induced a significant decrease in mRNA expression of survival and mitosis-control genes
(Figure 7C–H). Thus, while DEXA alone did not produce significant changes in all assessed
parameters, adding sunitinib to DEXA treated tumours led to a significant repression of
survival and mitosis-control genes, and reduction in tumour growth. This suggests that
DEXA had primed the tumour cells to signal in a sunitinib-dependent manner.

In summary, we identified a mechanism in which DEXA compromises the SAC by
reducing the amount of relevant players such as PLK1, MPS1, BUB1 and CENPF, and
concomitantly promotes PDGFR signalling, which contributes to survival (see Figure 7I).
As such, DEXA drives GBM cell growth into dependency of signalling that can be inhibited
by sunitinib.
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 Figure 7. Dexamethasone sensitizes to sunitinib in vivo. (A) Mean tumour volumes ± SEM of mice (n ≥ 6 mice/group)
treated as indicated: sunitinib (40 mg/kg/qd), DEXA (0.3mg/kg/qd). (B) IHC for phospho-SRC/SFK in the indicated
tumours; scale bar 100 µm. (C–H) qRT-PCR analysis for the indicated genes of tumours from mice treated as described in
(A). Data are from two experimental repeats of n = 6–11 tumours per group represented as scatter dot blot; the mean ± SEM
is indicated. (I) Model of DEXA induced signalling that creates vulnerability for sunitinib. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3. Discussion

Dexamethasone is the corticosteroid of choice used in the management of cerebral
edema in GBM treatment, but several clinical studies found that low steroid use during
radio/chemotherapy correlated with better survival [8–12]. Similar observations were
made in a PDGFB-driven mouse model [18] and the interference of DEXA with the mi-
croenvironment including the immune-microenvironment has been linked to its negative
impact on radiotherapy [12,18,35,36].

We show here that DEXA can have a direct radio-protective effect on human GBM
cells as well as GSCs in vitro. However, this did not happen in all GBM cell lines, and in
fact in A172 cells DEXA sensitised to radiation. This variability is reminiscent of the fact
that DEXA can be pro-proliferative or anti-proliferative in glioblastoma cells in vitro, an
effect we did observe and that has been described previously [13]. Even in vivo, DEXA was
found to be anti-proliferative in PDGFB-driven gliomas [18], but to be pro-proliferative in
GSC-derived orthotopic xenografts [37]. One explanation for this variability could be that
the cellular background i.e. the genetic make-up of individual glioblastoma cells impacts
on the DEXA induced transcriptional changes and signalling.

Nevertheless, we found that independently of the mutation/amplification/deletion
status of major GBM classifiers such as EGFR, PDGFRA or NF1, DEXA consistently sup-
pressed G2/M transition/SAC related genes in GBM cell lines as well as in GSCs, and the
same trend was observed in radiated cells. We identified a mitosis-control gene signature
similar to Pitter and co-workers [18] and low expression of these signature genes correlated
with poor prognosis in GBM. Intriguingly, in lower grade glioma and in other cancers
such as lung, colon and breast cancer (not shown) low expression of these signature genes
correlates with better prognosis, implying that the response to reduced mitosis-control is
distinct in GBM when compared to other cancer types.

We found that DEXA can propagate GBM cell growth even after radiation, suggesting
that the ability of DEXA to override the SAC allows for continued proliferation despite
DNA damage. However, for continuous proliferation to occur cells also need to activate
survival signalling [20].

After radiation p53-dependent post-mitotic responses induce cell cycle arrest, followed
by apoptosis or senescence [38], but apart from A172 in which DEXA sensitized cells to
radiation, the glioma cell lines we used express mutated TP53. In addition, DEXA up-
regulated BCL2L1 and MCL1, the two major regulators of survival during an extended
mitotic arrest as well as in post-mitotic apoptosis [20]. Importantly, this up-regulation
varied amongst the cell lines and might not have always been strong enough to warrant
survival. Nevertheless, in A172 cells BCL2L1 and MCL1 were induced, yet DEXA sensitised
the cells to radiation. This could be partly due to the fact that p53 activity is maintained
in A172 cells, however DEXA also severely suppressed mitosis regulation genes in this
line. Thus, an appealing hypothesis emanating from our data is that the balance between
down-regulation of mitosis-regulators and up-regulation of BCL2L1 and MCL1 is linked to
the pro-proliferative and radio-protective activities of DEXA. Addressing this hypothesis
however remains subject of future studies.

While DEXA suppressed mitosis control it concomitantly up-regulated PDGFR sig-
nalling in GBM cells. PDGFR inhibition in GBM cell lines universally triggers a G2/M
arrest [39] and in a PDGFRA/PDGFA driven glioblastoma mouse model chronic activation
of PDGFRA facilitates microtubule dynamics during mitosis [40], suggesting a role for
PDGFR in driving GBM cells towards mitosis. Thus, the DEXA induced activation of
PDGFR signalling is in line with the increase of cells in mitosis we observed.

We detected phosphorylation of SFKs and STAT5, both acting downstream of
PDGFRs [25], in response to DEXA. STAT5B-phosphorylation has been linked to poor
survival in GBM, and in an EGFRvIII-driven GBM mouse model SFK mediated STAT5B
activation regulates expression of AURKA and BCL2L1 [28], expression of both is induced
by DEXA.



Cancers 2021, 13, 361 17 of 22

We demonstrate that using TKIs not only overcomes DEXA mediated pro-proliferative
and radio-protective activities, but also that DEXA sensitises GBM cells and GSCs to
sunitinib. DEXA supports GSCs neuro-sphere formation of radiated GSCs, suggesting that
DEXA can support resistance to radiotherapy in GBM. Crucially, sunitinib can overcome
the DEXA mediated radiotherapy resistance in GSCs, where it also profoundly sensitized
the cells to the TKI. Moreover, we detected a similar sensitisation by DEXA to sunitinib
in vivo, further emphasizing our finding that DEXA creates a therapeutic vulnerability for
sunitinib in GBM.

Previous trials assessing sunitinib in GBM patients have been hampered by limitations
such as small sample size and vast heterogeneity in prior therapy [41–45]. Furthermore,
while restriction for BBB crossing has been discussed, sunitinib has in fact shown activity
in the brain in a large trial involving 321 renal cell carcinoma patients with brain metas-
tasis [46], suggesting that BBB crossing should not pose a challenge. Nevertheless, our
data imply that in GBM the presence of DEXA impacts on the efficacy of sunitinib, and
this factor, which was not considered in previous trials, might have added an unpredicted
variability to respective study outcomes.

Our findings suggest that through transcriptional rewiring of glioblastoma cells,
DEXA creates a therapeutic vulnerability for tyrosine kinase inhibitors in GBM that could
be exploited in future therapy approaches. We believe there is still ground for using
multi-targeted RTK inhibitors for the treatment of GBM, and we propose that with their
DEXA-ameliorating activity, such RTK inhibitors could be used in a post-surgical adjuvant
setting with or without concomitant radiotherapy.

4. Material and Methods
4.1. Patients

In total, 285 patients seen at the Donostia University Hospital, San Sebastian and diag-
nosed with primary glioblastoma grade IV according to the World Health Organisation
criteria were included in the study. All participants signed informed consent forms ap-
proved by the Institutional Ethical Committee (ethical code: PI2016151, 22/02/2017). The
study was approved by the ethic committee of the Biodonostia Institute and the Donostia
University Hospital.

4.2. Cell Culture and Reagents

T98G, A172, LN229, MCF-10A and HMC3 human microglial cells were from ATCC;
U251-MG and SF188 cells were a gift from Dr Chris Jones (ICR, London, UK). GBM cell lines
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (cat#11995065, Gibco),
HMC3 cells in DMEM/F12 (cat#10565018, Gibco), and MCF-10A cells in mammary ep-
ithelial cell basal medium (MEBM) (cat#CC-3151, Lonza). Human astrocytes (cat#3P10251;
Innoprot) were cultured in AM (cat#1801, ScienCell) with supplements (cat#1852, Scien-
Cell). Mouse GSCs were isolated and cultured as described previously [47]. For radi-
ation, cells were irradiated with a linear electron accelerator (Varian Medical Systems)
using a 6MV photon field at varying doses ranging from 6−12 Grays. Dexamethasone
(cat#D4920), temozolomide (cat#T2577), human PDGF-BB (cat#P3201) and LPS (cat# L5293)
were from Sigma/Merck (Madrid, Spain). IFNγ (cat#300-02) was from Peprotech (London,
UK) and reversine (cat#ab120921) from abcam (Cambridge, UK). FDA approved drug
library (cat# L1300), Ponatinib (cat#S1490), Sunitinib (cat#S7781), Dasatinib (cat# S1021),
Venetoclax/ABT-199 (cat# S8048), S63845 (cat# S8383), Vincristine (cat#S1241) and Taxol
(cat#S1150) were from Selleckchem (Newmarket, UK). Navitoclax/ABT-263 (cat#M1637)
was from AbMole. TKIs were used at concentrations in the range of their IC50s (see
Figure S5A).

4.3. FDA-Approved Drug Screen

A library with 978 FDA approved drugs (Z148990, Selleckhem) was used for the drug
screen. T98G cells (cat# CRL-1690) were plated in 96-well format, and 24 h after plating and
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3 h before a 12 Grey single dose radiation, cells were treated with the drugs at 10 µM. For
the analysis, crystal violet staining was used, because it provided reliable measurements of
cell numbers after radiation in a dose dependent manner. At confluence of the control, cells
were fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline (PBS) and stained with
freshly prepared 0.1% crystal violet. Following rinsing with distilled water the stained cells
were dissolved in 200 µl 1% SDS and absorbance at 570 nM was measured against a control.
Twenty-six compounds with significant protection were selected in the first screen, and
re-screened at concentrations of 1, 10 and 25 µM using 6 Gy. The second screen identified
13 glucocorticoids (listed in Figure 1B) for their capacity to protect from radiation-induced
growth inhibition.

4.4. RNA Analysis

For RNAseq of T98G cells, RNA from cells either left untreated or treated with DEXA
for 18 h was extracted using an RNeasy Mini Kit (Qiagen 74104). Total RNA was processed
as previously described [48]. The sequencing run was performed on an Illumina HiSeq1500
instrument. The quality of the raw unprocessed reads was evaluated using the FastQC
software. The reference genome and the reference annotation were obtained from the
Ensembl database. Clean reads were aligned to reference human genome (GRCh38) using
the STAR aligner in the 2-pass mode. FeatureCounts was used to generate counts of
uniquely mapped reads to annotated genes using the reference annotation (version 92)
file. Differential gene expression analysis was performed using R-Package DESeq2 with
a threshold p-value < 0.05 after false-discovery rate correction. The fold expression of
genes with padj < 0.05 is shown in Table S1. Functionality analysis was performed using
Metascape [49]. For qRT-PCR experiments, total RNA was extracted and analysed as
described previously [50]. Primer sequences are provided in Table S2.

4.5. Colony Formation Assay

Cells seeded in 6-well plates were treated with DEXA (cat#D4902, Sigma) as indi-
cated. If present, inhibitors or DMSO were added 18 h after DEXA addition and 3 h
before radiation. When control cells had reached density, cells were analysed as described
previously [51]

4.6. Neurosphere Formation Assays

Neurosphere formation of KAB-194 mouse GSCs was performed as previously de-
scribed [52]. DEXA was added 8 h after disaggregation and reseeding. Inhibitors were
added 18 h after DEXA addition and 3 hours before radiation.

4.7. Analysis of Mitotic Errors, SAC Override and Kinetochore Localisation

Cells on coverslips were treated with DEXA for 48 h, fixed (4% paraformaldehyde)
and stained with Hoechst 33258 (cat#B2883, Sigma). In total, 500 cells were counted and
the number of cells in mitosis reported. For quantification of mitotic errors, 50 mitotic cells
were counted, and the number of mitotic errors reported. For α-tubulin staining, fixed
cells were washed with PBS/0.2% Triton X-100 and incubated with anti-α-tubulin (DM1A,
cat#05-829, Merck) for 2 h, washed three times and incubated with Alexa-Fluor488 anti-
mouse (A-11001, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA) for 1 h. For analysis of SAC override,
cells were stained with anti-phospho-H3/S10 (cat#ab14955, Abcam) as described above and
300 cells per condition were analysed. For the kinetochore localization analysis anti-CREST,
anti-BUB1 and anti-CENPF [53] were used. Cells were imaged using a Leica DM4000
microscope and analysed with NIS-Elements software (Nikon, Amsterdam, Netherlands).

4.8. Tissue Microarray Analysis

Tissue microarrays were purchased from US Biomax Inc. (Rockville, MD, USA, cat#
GL805e). Immunohistochemistry was performed using the Leica Bond Max system (Leica
Biosystems, Wetzlar, Germany) and the Bond Polymer Refine Detection Kit (DS9800, Leica).
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TMA sections were de-paraffinised and rehydrated in decreasing alcohol concentrations.
Endogenous peroxide activity was quenched using Peroxide Block for 15 min and tissue
sections were subjected to heat-induced antigen retrieval in a steamer (98 ◦C for 20 min),
using Bond Epitope Retrieval Solution 1 (AR 9961, Leica) (pH 6.0). Tissue sections were
incubated for 60 min with the respective primary antibodies. Post Primary solution was
added for 8 min and Polymer solution for another 8 min. Then the chromogen DAB (3.3-
diaminobenzidine-tetrahydrochloride; Sigma, St Louis, MA, USA) was applied at room
temperature (RT) for 10 min and Hematoxylin for 5 min. Primary antibodies were for:
phospho-SRC (Tyr419) (#44-660G, Invitrogen, 1:500), PDGFR-α (Rb-9027, ThermoFisher,
1:200), and PDGFR-β (#DPABH-01589; Creative Diagnostics, 1:500). Slides were evaluated
by at least two of the authors (P.A. and I.A.) and then submitted to an independent experi-
enced pathologist (M.V.Z.) for the final score. The staining for each core was determined as
negative, low and high.

4.9. Cell Lysis and Western Blot Analysis

Cells were lysed and analysed by Western blotting as described previously [51]. Pri-
mary antibodies were: PDGFRα (cat# 3174S), PDGFRβ (cat# 3169S), p-PDGFRα (Y849)/
β(Y857) (cat# 3170T), p-PDGFβ (Y740) (cat# 3168), p-SRC (Y416) (cat# 2101) and p-STAT5
(cat# 4322T) from Cell Signaling; p-PDGFRα (Tyr572)/PDGFRβ (Tyr579) (cat# bs-5554R)
from Bioss Inc and β-Actin (cat# A5441) from Sigma. Detection was through enhanced
chemiluminescence ECL using Horse Radish Peroxidase (HRP)-coupled secondary anti-
bodies (GE Healthcare) and NOVEX ECL Chemi Substrate (ThermoFisher).

4.10. In Vivo Drug Treatment

All processes involving animals were subject to approval by the Biodonostia HRI
animal experimentation ethics committee. In total, 2 × 106 U251-MG cells were injected into
both flanks of Foxn1nu/Foxn1nu nude mice (8 weeks of age). External callipers were used to
measure tumour volume. Once tumours head reached size, mice were assigned to different
groups (n = 7 per group) with an average tumour volume of ~25 mm3. Drugs or vehicle
were administered by intraperitoneal injection (IP). Vehicle, DEXA (0.3 mg/kg), sunitinib
(40 mg/kg) or a combination was administered once daily for 10 days and tumour volumes
measured on day 3, 6 and 9. Tumours were collected and either paraffin-embedded for
immunohistochemistry or snap-frozen for RNA extraction.

4.11. Data Analysis and Statistics

GraphPad Prism version 7.00 for Mac OS (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
was used for analysis. One-way ANOVA or Student’s t test was used for bar graph analyses,
log-rank test for Kaplan–Meier survival analyses, Pearson correlation for co-expression
analyses and two-way ANOVA (mixed model) analysis for tumour growth. Data represent
the results for assays performed from at least 3 replicates, and values are the mean ± SEM.
* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.

5. Conclusions

When DEXA is administered during radiotherapy in GBM patients this correlates
with reduced overall- and progression-free survival. Our data suggest that DEXA can
directly protect GBM cells from radiation by compromising the SAC and concomitantly
increasing survival signalling. The SAC is one of the most crucial cell cycle checkpoints
hindering cells with DNA/chromosome damage to divide. We demonstrate that DEXA
can propagate GBM cell growth even some time after radiation, suggesting that the ability
of DEXA to override the SAC promotes continued proliferation despite DNA damage. In
this scenario the DEXA-induced PDGFR/survival signalling may increase the threshold
for mitotic catastrophe to set in and may enable GBM cells to better adapt to genomic
abnormalities. This suggests a crucial dependence on PDGFR signalling and we show that
TKIs overcome the DEXA mediated pro-proliferative and radio-protective activities, and
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that furthermore DEXA sensitises GBM cells and GSCs to sunitinib. The novel vulnerability
that we reveal encourages the revision of the use of TKIs in future trials, whereby not only
the level of DEXA use is monitored but also TKI use is considered in an adjuvant setting.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2072-6
694/13/2/361/s1, Figure S1: Patient information of the Biodonostia cohort, Figure S2: A DEXA-
down signature correlates with poor survival and faster relapse, Figure S3: Dexamethasone induces
mitotic errors and overrides the SAC, Figure S4: Co-expression of a PDGFR-STAT5-SFK-BCL2/MCL1
network in the TCGA patient cohort, Figure S5: Sunitinib enhances effects of DEXA on microglial cells,
Figure S6: Sunitinib inhibits the growth promoting effects of DEXA, Table S1: T98G RNAseq data,
Table S2: Information for primers used in qRT-PCR reactions. Supplementary Material—Uncropped
Western blots for Figure 3C–E.
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ORIGINAL ARTICLE
The Regulators of Peroxisomal Acyl-Carnitine
Shuttle CROT and CRAT Promote Metastasis
in Melanoma

Irene Lasheras-Otero1,2, Iker Feliu2,3, Alberto Maillo4, Haritz Moreno2,3, Marta Redondo-Muñoz1,2,
Paula Aldaz1,2, Ana Bocanegra5, Ana Olias-Arjona1,2, Fernando Lecanda2,3,6,7,
Joaquin Fernandez-Irigoyen2,8, Enrique Santamaria2,9, Ignacio M. Larrayoz10,11,
David Gomez-Cabrero2,4,12, Claudia Wellbrock1, Silvestre Vicent2,3,6,13 and Imanol Arozarena1,2,13
Circulating tumor cells are the key link between a primary tumor and distant metastases, but once in the
bloodstream, loss of adhesion induces cell death. To identify the mechanisms relevant for melanoma circulating
tumor cell survival, we performed RNA sequencing and discovered that detached melanoma cells and isolated
melanoma circulating tumor cells rewire lipid metabolism by upregulating fatty acid (FA) transport and FA beta-
oxidation‒related genes. In patients with melanoma, high expression of FA transporters and FA beta-oxidation
enzymes significantly correlates with reduced progression-free and overall survival. Among the highest
expressed regulators in melanoma circulating tumor cells were the carnitine transferases carnitine O-octanoyl-
transferase and carnitine acetyltransferase, which control the shuttle of peroxisome-derived medium-chain FAs
towardmitochondria to fuel mitochondrial FA beta-oxidation. Knockdown of carnitine O-octanoyltransferase or
carnitine acetyltransferase and short-term treatment with peroxisomal or mitochondrial FA beta-oxidation in-
hibitors thioridazine or ranolazine suppressed melanoma metastasis in mice. Carnitine O-octanoyltransferase
and carnitine acetyltransferase depletion could be rescued bymedium-chain FA supplementation, indicating that
the peroxisomal supply of FAs is crucial for the survival of nonadherent melanoma cells. Our study identifies
targeting the FA-based cross-talk between peroxisomes andmitochondria as a potential therapeutic opportunity
to challenge melanoma progression. Moreover, the discovery of the antimetastatic activity of the Food and Drug
Administration‒approved drug ranolazine carries translational potential.
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INTRODUCTION

Cutaneous melanoma is responsible for over 80% of
skin cancer‒related deaths, but BRAF/mitogen-activated
protein kinase kinase inhibitor combinations and immuno-
therapies have resulted in significant improvements (Luke
et al., 2017; Wolchok et al., 2017). Nevertheless, the
development of resistance mechanisms represents a major
challenge (Trojaniello et al., 2021).
Melanoma tumors are considerably heterogeneous and

frequently consist of populations of cells with distinct tran-
scriptional states (Hoek et al., 2006; Tsoi et al., 2018) called
melanoma phenotypes. Importantly, individual phenotypes
ranging from an undifferentiated to a fully differentiated state
can impact therapy (Arozarena and Wellbrock, 2019;
Konieczkowski et al., 2014; Müller et al., 2014; Smith et al.,
2017, 2013) and melanoma invasion and metastasis
(Campbell et al., 2021; Chapman et al., 2014; Rowling et al.,
2020). Crucially, heterogeneity in phenotype markers is also
found in circulating tumor cells (CTCs) from patients with
melanoma (Khoja et al., 2014).
CTCs are the key link between the primary tumor and

distant metastases, and the adaptation of CTCs to the
bloodstream environment may provide therapeutic opportu-
nities to target metastasis. However, owing to the challenges
associated with their isolation and long-term maintenance,
information on CTCs functional properties remains limited.
estigative Dermatology. This is an open access
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Earlier studies have shown that CTCs slow down cell cycle
progression and switch to an epithelial‒mesenchymal tran-
sition transcriptional state (Micalizzi et al., 2017; Polioudaki
et al., 2015). Nevertheless, above all, CTCs are exposed to
nonadherent conditions in the blood, and to survive, they
must overcome anoikis. Although the loss of integrin
signaling and activation of death receptor signaling clearly
play a part in the induction of anoikis (Simpson et al., 2008),
detachment-associated cell death has also been linked to
increased ROS production and cancer cells rewire metabolic
activities to overcome this threat (Buchheit et al., 2014;
Schafer et al., 2009). Melanoma CTCs were found to activate
a distinct antiferroptosis program to reduce ROS (Hong et al.,
2021). Nevertheless, this was only seen in a particular CTC
population, whereas other CTC populations did not activate
this program (Hong et al., 2021). This finding is entirely in
line with the heterogeneity detectable in melanoma CTC
populations from patients (Khoja et al., 2014) and implies
that the means CTCs deploy to survive in the circulation are
variable. Thus, if we are to target the vulnerabilities of mel-
anoma CTCs to tackle metastatic disease, we need to gain a
better understanding of the mechanisms that enable mela-
noma cells to propagate under nonadherent conditions.
RESULTS
Nonadherent melanoma cells display cell-autonomous
characteristics of CTCs

We analyzed melanoma cells cultured in suspension in
standard high glucose (25 mM) medium and, considering the
average physiological blood glucose concentration (90‒110
mg/dl), also in the presence of 5 mM (90 mg/dl) glucose. In
addition, we included different melanoma cell phenotypes:
differentiated 501mel (melanocytic phenotype) cells and
undifferentiated WM266-4 (invasive phenotype) cells (Smith
et al., 2017).

Detached melanoma cells were present as single cells or
small cell clusters (shown are 501mel cells, Figure 1a) and
exhibited an altered cell cycle progression (Figure 1b and
Supplementary Figure S1a). In line with our previous findings
(Ferguson et al., 2017), in adhered cells, glucose restriction to
5 mM decreased cell numbers in S-phase, with more cells
present in G1, but this change was generally not seen in cells
in suspension (Supplementary Figure S1a).
Over a period of 72 hours, 5‒12% of cells in suspension

were represented in the sub-G1 fraction (Figure 1c). Glucose
restriction led to a slight increase in WM266-4 cells but had
no significant impact on cell death in 501mel cells. After the
initial induction of anoikis at 24‒48 hours, no further in-
crease in cell death occurred at 72 hours, suggesting that the
cells were adapting to the suspension conditions.
Because we wanted to use suspension cells to identify the

CTC functions relevant to metastasis, we tested the metastatic
capacity of detached 501mel cells after tail-vein injection.
Thirty minutes after injection (day 0), cells accumulated in
the lungs (Figure 1d). After 7 days, although still noticeable
throughout the mice, the cells had visibly homed to the liver
(Figure 1d). Ex vivo analysis on day 28 revealed that the cells
had colonized the liver and, to a lesser degree, the lungs
(Figure 1e and f).
Journal of Investigative Dermatology (2023), Volume 143
Principal component analysis after RNA sequencing of
501mel and WM266-4 cells showed that adhesion condi-
tions affected cell identity more than glucose concentrations
(Supplementary Figure S1b). This was also seen in both cell
lines by hierarchical clustering analysis (Figure 1g and
Supplementary Figure S1c). Genes upregulated in suspension
were enriched in Gene Ontology terms linked to cell cycle
arrest; autophagy, a process that can provide anoikis resis-
tance (Fung et al., 2008); catabolic process; and fatty acid
beta-oxidation (FAO) (Figure 1g). Genes downregulated in
suspension were enriched for cholesterol biosynthetic pro-
cess and lipid or acyl-CoA metabolic processes (Figure 1g).
Similar results were found in WM266-4 cells (Supplementary
Figure S1c).
Gene set enrichment analysis for cancer hallmarks identi-

fied epithelial‒mesenchymal transition and coagulation
enriched in 501mel suspension cells cultured in 5 or 25 mM
glucose (Figure 1h and Supplementary Figure S1d), but most
importantly, the same enrichment was seen in a dataset from
CTCs (Figure 1i), which we had previously isolated from
501mel tumor-bearing mice (Rowling et al., 2020). Also,
genes for TNFa‒ or IL-5‒signal transducer and activator of
transcription 5 signaling generally activated by cytokines in
the blood were found enriched in 501mel CTCs (Figure 1i).
This was however not seen in suspension cells (Figure 1h),
suggesting that these rather activate cell-autonomous pro-
cesses that might occur in CTCs.

Fatty acid transport and beta-oxidation are upregulated in
501mel CTCs and correlate with faster progression and poor
patient survival

Gene Ontology enrichment analysis of detached 501mel
cells showed that independent of glucose concentration, lack
of adhesion induced a general rewiring of lipid metabolism.
Suspension cells switched toward fatty acid (FA) catabolism,
downregulating lipid biosynthetic processes but upregulating
FAO (Figure 2a and b). The latter was reflected in the upre-
gulation of genes involved in peroxisomal as well as mito-
chondrial FAO (Figure 2c). On the other hand, the key
regulators of FA synthesis and storage such as stearoyl-CoA
desaturase or FA synthase were downregulated (Figure 2c).
Suspension cells also upregulated the intracellular FA trans-
port machinery, including regulators of mitochondrial mem-
brane (CPT1A, CPT1C, CPT2, and SLC25A20) and
peroxisomal membrane transport (ABCD1, ABCD3) as well
as carnitine O-octanoyltransferase (CROT) and carnitine
acetyltransferase (CRAT), crucial regulators of FA shuttle be-
tween peroxisomes and mitochondria (Figure 2c). Similar
results were obtained when analyzing the transcriptome of
detached WM266-4 cells (Supplementary Figure S2a).
Together this suggests that the upregulation of the FAO pro-
gram is a direct response to a loss of adhesion, independent
of melanoma phenotype and glucose availability.
Many of the genes whose expression was altered in sus-

pension cells were also differentially expressed in 501mel
CTCs, with CPT1C, CROT, CRAT, SC25A20, and CPT2
among the highest expressed genes (Figure 2d). Comparable
with suspension cells, there was an upregulation of FA
transporter and FAO genes and a downregulation of FA syn-
thesis regulators (Figure 2d).



Figure 1. Cell-autonomous characteristics in nonadherent melanoma cells. (a) Representative image of 501mel cells in ADH or SUSP conditions. Bar ¼ 50 mm.

(b) Cell cycle profiles of 501mel cells cultured for 24 or 72 hours in ADH or SUSP condition in the presence of either 25 mM or 5 mM glucose. (c) Quantification

of 501mel and WM266-4 cells detectable in sub-G1 over 72 hours. (d) Representative bioluminescent imaging of Rag2/Ilgr2‒/‒ mice 30 min (day 0) or 7 days

after injection with 501mel-GFP/luciferase cells, cultured in SUSP at 5 mM glucose. (e) Ex vivo bioluminescence quantification of 501mel tumor burden in
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Figure 2. FAO regulators are

upregulated in 501mel CTCs and

correlate with faster disease

progression. (a, b) Functional

characteristics of 501mel suspension

cells cultured in (a) 25 mM or (b) 5

mM glucose revealed by GSEA using

GO term collections. (c) Heatmap of

genes upregulated and downregulated

in 501mel cells cultured in adhesion

or suspension conditions in the

presence of 5 or 25 mM glucose. (d)

Genes related to FAO regulation

upregulated and downregulated in

501mel CTCs. (e) Kaplan‒Meier

analysis of the TCGA melanoma

patient cohort (Cancer Genome Atlas

Network, 2015). Differences in

progression-free survival for patients

whose tumors express high or low

levels of CPT1C, SLC25A20, CPT2,

CPT1A, SLC27A1, SLC27A3, and

CD36. Respective genes were

analyzed for mRNA expression (z-

score ¼ 2.0) in cBioportal, and

survival data were extracted and

analyzed in GraphPad Prism. (f)

Progression-free survival in the TCGA

melanoma patient cohort for patients

whose tumors express high or low

levels of CROT, CRAT, ACACB,

ACAA2, ECH1, ACADS, ACOT7,

ACOT9, ECHS1, and HSD17B10.

Respective genes were analyzed as

described in e. ADH, adhesion; CI,

confidence interval; con, control;

CRAT, carnitine acetyltransferase;

CROT, carnitine O-

octanoyltransferase; CTC, circulating

tumor cell; ERK2, extracellular signal‒
regulated kinase 2; FAO, fatty acid

beta-oxidation; GO, Gene Ontology;

GSEA, gene set enrichment analysis;

HR, hazard ratio; siRNA, small

interfering RNA; SUSP, suspension;

TCGA, The Cancer Genome Atlas.
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Interrogating The Cancer Genome Atlas melanoma
database revealed that the expression of FA transporters
and FAO enzymes upregulated in suspension cells and
in 501mel CTCs significantly correlates with lower
progression-free survival (median survival ¼ 28.08
different organs. Graphs show the mean � SEM signal from six mice. (f) Repres

Hierarchical cluster analysis of differentially expressed genes (Padj < 0.001) of 5

presence of 25 or 5 mM glucose. (h) MSigDB hallmarks significantly (FDR < 0.05

glucose. (i) MSigDB hallmarks significantly (FDR < 0.05) enriched in either 501m

fatty acid metabolism. The 501mel CTCs had been isolated from 501mel tumor-b

adhesion; adj, adjusted; CTC, circulating tumor cell; FDR, false discovery rate; u

NES, normalized enrichment score; PE-A, phycoerythrin area; PI, propidium iod

=
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vs. 45.8 months and 25.18 vs. 42.41 months, respec-
tively) and poorer survival (median survival ¼ 66.7 vs.
111.1 months and 64.44 vs. 131.51 months, respec-
tively) (Figure 2e and f and Supplementary Figure S2b
and c).
entative images of H&E staining of liver metastases. Bar ¼ 1,000 mm. (g)

01mel cells cultured for 24 hours in ADH or SUSP (ADH vs. SUSP) in the

) enriched in 501mel cells cultured in SUSP or ADH in the presence of 5 mM

el CTCs or 501mel subcutaneous tumors. Hash (#) denotes FDR ¼ 0.076 for

earing mice (Rowling et al., 2020). **P < 0.01 with one-way ANOVA. ADH,

h, hour; K, thousand; min, minute; MSigDB, Molecular Signatures Database;

ide; SUSP, suspension.
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The carnitine transferases CROT and CRAT control anoikis
in melanoma cells

To further corroborate our findings, we analyzed three addi-
tional melanoma cell lines: WM9 (melanocytic), WM98-1
(invasive), and MV3 (invasive). Independent of phenotype,
CPT1A and CPT2 were significantly upregulated in suspen-
sion, whereas SLC25A20 expression was variable, and
CPT1C was downregulated (Figure 3a). Apart from in
WM266-4 cells, CROTand CRATas well as the FAO enzymes
EHHADH and TFB were also upregulated in suspension
(Figure 3b). The upregulation of FAO transporters and en-
zymes was detectable at 24 hours (Figure 3a and b) and was
still seen in cells cultured in suspension for 72 hours
(Supplementary Figure S3a).

CROT, CRAT, and SLC25A20 (also CACT) knockdown
using small interfering RNA (siRNA) pools significantly
reduced the capacity of 501mel cells to survive in suspension
(Figure 3c). Using individual siRNAs, we confirmed that
CROT or CRAT knockdown reduced the propagation of
501mel suspension cells (Figure 3d and Supplementary
Figure S3b) but that the knockdown of SLC25A20 had no
significant effect (not shown). CROT or CRAT knockdown in
adhered 501mel cells did not significantly impact cell num-
ber (Figure 3d), emphasizing the relevance of these carnitine
transferases for the propagation of detached cells. Indeed, in
suspension cells, CROT or CRAT knockdown over a period of
72 hours induced increased levels of cleaved caspase-3, but
this was not seen in adhered cells (Figure 3e). A similar sit-
uation was observed with three other melanoma cell lines,
where CROT or CRAT knockdown significantly reduced the
propagation of cells in suspension, but again, no effect on
cell number was seen in adhered cells (Figure 3f and g and
Supplementary Figure S3c).
CROT and CRAT contribute to experimental metastasis of
melanoma

We next assessed whether CROTand CRAT are playing a role
in the metastatic process in vivo. Transient knockdown of
CROT or CRAT in 501mel-luciferase cells injected into the
tail-vein of immunodeficient mice (Figure 4a and
Supplementary Figure S4a) resulted in a delay in metastasis
(Figure 4b and c). On day 28, the whole-body signal of mice
injected with CRAT-knockdown cells was significantly
reduced (Figure 4b). A similar trend was observed in mice
treated with CROT-targeted siRNA (Figure 4b and c), which
did however not reach significance. The ex vivo analysis on
day 28 of various organs revealed a reduction of light units in
the livers of mice treated with CROT-targeted siRNA and
CRAT-targeted siRNA, whereas signals in other organs apart
from the lungs were considerably weaker (Supplementary
Figure S4b). The signal reduction detectable in the liver
(Figure 4d) remained significant when values were
normalized to whole-body signals from the day of injection,
whereas signals in the lungs did not reach significance
(Figure 4e).

Clinical relevance for our findings is seen in The Cancer
Genome Atlas melanoma cohort, where higher CRAT
expression significantly correlates with progression within 2
years after diagnosis, and CROT and CRAT expression is
significantly higher in patients surviving less than 2 years
(Figure 4f and g and Supplementary Figure S4c‒h).

Pharmacological inhibition of FAO suppresses the growth of
nonadherent melanoma cells

CROT and CRAT, which were amongst the highest upregu-
lated genes in 501mel CTCs (Figure 2d), are carnitine trans-
ferases (Houten et al., 2020) that play a central role in
controlling the delivery of medium-chain FA (MCFA) from
peroxisomes to mitochondria (Figure 5a). To assess whether
the effect of CROT or CRAT knockdown on cell numbers is
due to the limitation of MCFA, we depleted CROTor CRAT by
RNA interference and determined suspension cell survival
with or without supplementation of the MCFAs octanoyl acid
or decanoyl acid. Both MCFAs could not only rescue the
CROT or CRAT knockdown, but the addition of octanoyl acid
and decanoyl acid even enhanced the propagation of sus-
pension cells (Figure 5b), indicating metabolic rewiring in the
absence of CROT or CRAT.
Our data suggest that regulating FA delivery of MCFA,

derived from FAO in peroxisomes, is relevant for the survival
of CTCs, possibly because MCFA fuels FAO in mitochondria.
We therefore wished to further assess the relevance of FAO in
peroxisomes and mitochondria for suspension cell survival.
In the absence of specific CROTor CRAT inhibitors, we opted
for two Food and Drug Administration‒approved drugs
(Figure 5a): thioridazine, which has been shown to target
peroxisome-specific beta-oxidation (Leighton et al., 1984;
Van den Branden and Roels, 1985), and ranolazine, which
inhibits acetyl-CoA production from FAs in mitochondria
(McCormack et al., 1998).
Reflecting the relevance of CROT and CRAT for peroxi-

some function, thioridazine very effectively suppressed
501mel cell propagation (Figure 5c). Supporting the impor-
tance of mitochondrial FAO, ranolazine also significantly
decreased the growth of 501mel cells (Figure 5c). Impor-
tantly, we observed similar effects in five other melanoma
cell lines (Figure 5d and e).
The pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK could effectively

rescue the ranolazine-induced suppression of 501mel cell
propagation, but this was much weaker for thioridazine
(Figure 5f), implying additional mechanisms. Of note, FAO
can also protect cells from ferroptosis because it consumes
FAs and thus reduces the rate of lipid peroxidation. Indeed,
two ferroptosis inhibitors, ferrostatin and liproxstatin, effec-
tively increased cell propagation in the presence of thiorid-
azine as well as ranolazine (Figure 5g). These data indicate
that FAO is supporting the survival of detached melanoma
cells, not only by suppressing apoptosis but also by limiting
ferroptosis.

Inhibition of FAO impacts the metastatic spread of
melanoma cells

We next assessed the role of FAO in organ colonization
in vivo using 501mel cells. Before injection, suspension cells
were pretreated in vitro with thioridazine or ranolazine, and
the treatment continued in vivo for 7 days (Figure 6a) because
501mel cells had visibly homed to the liver during this time
(Figure 1d). Whole-body luminescence analysis revealed that
ranolazine and thioridazine significantly reduced tumor
burden during the 7 days of treatment, and the effect was still
www.jidonline.org 309

http://www.jidonline.org


Figure 3. CROT and CRAT are required for the survival of nonadherent melanoma cells. (a, b) qPCR analysis of the indicated genes in the respective melanoma

cells. Fold expression in cells grown in SUSP for 24 hours is indicated. The expression of cells grown in adhesion was set at 1. (c) Clonogenic survival analysis

after replating 501mel cells grown for 72 hours in SUSP after a 48-hour knockdown of the indicated FAO regulators. Cells treated with control siRNA have been

set at 100%. (d) Clonogenic survival analysis after replating 501mel cells grown in SUSP after knockdown of CROT or CRATwith three individual siRNAs. As a

control, 501mel cells were cultured in adhesion conditions after the knockdown of CROT or CRAT with three individual siRNAs and quantified. Cells treated

with control siRNA have been set 1. (e) Western blot for cleaved caspase-3 in 501mel cells treated with control-, CROT-, or CRAT-specific siRNA and cultured in

SUSP or adhesion for 72 hours. Adherent cells treated with 1 mM staurosporine were used as cleaved caspase-3‒positive control. ERK2 served as the loading

control. (f, g) Analysis as in d in the indicated cell lines cultured in (f) SUSP or (g) adhesion using siRNA#6 for CRATor CROT, respectively. Data show the mean

� SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 with one-way ANOVA and Student’s t-test. ADH, adhesion; con, control; CRAT, carnitine acetyltransferase;

CROT, carnitine O-octanoyltransferase; d, day; ERK2, extracellular signal‒regulated kinase 2; FAO, fatty acid beta-oxidation; h, hour; ns, nonsignificant;

siCRAT, carnitine acetyltransferase‒targeted small interfering RNA; siCROT, carnitine O-octanoyltransferase‒targeted small inmterfering RNA; siRNA, small

interfering RNA; SUSP, suspension.
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Figure 4. CROT and CRAT contribute

to melanoma metastasis. (a)

Experimental setup for the in vivo

experiment. The 501mel cells were

transfected with siRNA in adhesion

(48 hours) and then cultured for 18

hours in SUSP before being counted

and injected into the tail vein of Rag2

mice. On days 7, 14, 21, and 28,

whole-body bioluminescence imaging

was performed. On day 28, mice were

killed, and ex vivo bioluminescence

imaging was performed on individual

organs. (b) Full-body in vivo

bioluminescence quantification of

501mel tumor burden over 28 days.

Signals, normalized to day 0, from six

(control, CRAT) or five (CROT)

individual mice are shown. (c)

Example images of full-body

bioluminescence of control- or Crot-

or Crat-knockdown mice on day 28.

(d) Images of ex vivo bioluminescence

in livers isolated from mice on day 28.

(e) Ex vivo bioluminescence

quantification of 501mel tumor

burden in the indicated organs.

Graphs show the signal of organs from

six (control, CRAT) or five (CROT)

mice. (f, g) Analysis of the TCGA

melanoma patient cohort (Cancer

Genome Atlas Network, 2015) for (f)

progression-free or (g) overall survival

in patients whose tumors express high

or low levels of CROT or CRAT. *P <

0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001

with one-way ANOVA and Student’s t-

test. con, control; CRAT, carnitine

acetyltransferase; CROT, carnitine O-

octanoyltransferase; d, day; luc,

luciferase; siCRAT, carnitine

acetyltransferase‒targeted small

interfering RNA; siCROT, carnitine O-

octanoyltransferase‒targeted small

inmterfering RNA; siRNA, small

interfering RNA; SUSP, suspension;

TCGA, The Cancer Genome Atlas.
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significant on day 14 (Figure 6b), indicating that the FAO
inhibitors had impacted the initial establishment of metas-
tasis. Nevertheless, after 21 days, although the trend of sup-
pression was still visible, this did not reach significance
(Figure 6b), suggesting that the effect of the drugs had worn
off and that they did not produce inhibitory effects strong
enough to be detectable in the whole mouse. After 28 days,
mice were killed, and ex vivo analysis of liver and lung
colonization was performed. Signals were strongest in the
livers (Figure 6c), and although no significant change was
detectable in the lungs, both ranolazine and thioridazine
significantly reduced tumor load in the liver (Figure 6d).

DISCUSSION
Although the molecular mechanisms of melanoma migration
and invasion have been studied in detail (Arozarena and
Wellbrock, 2017; Ju et al., 2018), how melanoma cells sur-
vive under detached conditions during metastatic dissemi-
nation is less defined. We identified a functional link
between FA catabolism, anoikis resistance, and metastatic
potential of melanoma cells.
Similar to most CTCs (Tasdogan et al., 2021), melanoma

CTCs exhibit elevated ROS levels compared with tumors, and
antioxidants increase melanoma metastasis (Le Gal et al.,
2015; Piskounova et al., 2015). Thus, the elimination of
ROS appears crucial to succeed in metastasis, and a process
that can reduce the insult of ROS is autophagy. Autophagy,
which removes damaged mitochondria as the primary source
of intracellular ROS, is known to counteract anoikis (Fung
et al., 2008; Kongara and Karantza, 2012). Both 501mel
and WM266-4 had significantly upregulated autophagy
when cultured in suspension, which hence would enable
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Figure 5. FAO inhibitors suppress the growth of nonadherent melanoma cells. (a) Schematic of FAO and acyl-carnitine shuttle. Peroxisomes catabolize VLFAs

and BCFAs to MCFAs by beta-oxidation; the transport of these MCFA in form of acyl-carnitines to mitochondria is regulated by CROTand CRAT. In the absence

of CROT or CRAT, the energy derived from VLFA and BCFA cannot be utilized. The action of FAO inhibitors is indicated. (b) Clonogenic survival analysis of

501mel cells grown for 72 hours in SUSP after knockdown of Crot or Crat in the presence or absence of the MCFAs OcA or DecA. Cells treated with control

siRNA have been set 1. (c) Clonogenic survival analysis of 501mel cells grown for 72 hours in SUSP in the presence of the indicated FAO inhibitors. Control cells

treated with DMSO have been set 1. Example images of the treated cells are shown. (d, e) Clonogenic survival analysis of the indicated cell lines grown for 72

hours in SUSP in the presence of (d) thioridazine or (e) ranolazine. (f) Clonogenic survival analysis of 501mel cells in the presence of the indicated FAO

inhibitors and in the presence or absence of 50 mM Z-VAD-FMK. (g) Clonogenic survival analysis of 501mel cells in the presence of the indicated FAO inhibitors

and in the presence or absence of either 1 mM ferro or 200 nM lipro. Data show the mean � SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 with one-way

ANOVA. BCFA, branched-chain fatty acid; CRAT, carnitine acetyltransferase; CROT, carnitine O-octanoyltransferase; DecA, decanoyl acid; FAO, fatty acid beta-

oxidation; ferro, ferrostatin-1; LFA, long-chain fatty acid; lipro, liproxstatin-1; MCFA, medium-chain fatty acid; OcA, octanoyl acid; siCRAT, carnitine

acetyltransferase‒small interfering RNA; CROT, carnitine O-octanoyltransferase‒small interfering RNA; siRNA, small interfering RNA; SUSP, suspension; VLFA,

very-long-chain fatty acid.
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them to modulate cellular ROS levels and contribute to
survival.
Upregulation of autophagy can meet another important

demand; during autophagy, engulfed damaged organelles are
degraded, and this provides the cell with nutrients necessary
for cell metabolism during cellular stress (Hernandez and
Journal of Investigative Dermatology (2023), Volume 143
Perera, 2022). Indeed, in leukemia cells, autophagy can
regulate FA availability for FAO and consequently oxidative
phosphorylation (Bosc et al., 2020). Importantly, activating
FAO can also counteract excessive ROS because it produces
the reducing equivalents nicotinamide adenine dinucleotide
as well as flavin adenine dinucleotide.



Figure 6. FAO inhibitors suppress

melanoma metastasis. (a)

Experimental setup for the in vivo

experiment. Before injection

suspension, cells were pretreated

in vitro with a vehicle or 100 mM
RANO or 5 mM THIO for 3 h.

Treatment was continued in vivo with

a vehicle, RANO (50 mg/kg/day), or

THIO (10 mg/kg, every 2 days) for 7

days after injection, after which

treatment was discontinued. On day

28, ex vivo analysis of individual

organs was performed. (b) Full-body

in vivo bioluminescence

quantification of 501mel tumor

burden over 21 days. Signals,

normalized to day 0, from six (VEH

control, RANO) or five (THIO) treated

individual mice are shown. (c) Images

of ex vivo bioluminescence in livers

isolated from RANO-treated and

THIO-treated mice on day 28. (d)

Ex vivo bioluminescence

quantification of 501mel tumor

burden in the indicated organs.

Graphs show the signal of organs from

six (VEH control, RANO) or five

(THIO) treated individual mice. *P <

0.05 and **P < 0.01 with one-way

ANOVA. d, day; FAO, fatty acid beta-

oxidation; h, hour; luc, luciferase;

RANO, ranolazine; THIO,

thioridazine; VEH, vehicle.
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FAO has been previously connected to anoikis and
metastasis, with CPT1A as a key player, in a colorectal cancer
model, in which blocking FAO led to ROS accumulation
(Wang et al., 2018). Likewise, CD36 is a marker for
metastasis-initiating cells that express higher levels of FAO
enzymes, and a high-fat diet promotes CD36-positive initi-
ated metastasis (Pascual et al., 2017). We found that CPT1A,
CD36, and FAO enzymes were upregulated in detached
melanoma cells, and intriguingly, this was independent of
their phenotype with respect to differentiated melanocytic or
undifferentiated invasive.
Some FA metabolism regulators have been linked to mel-

anoma CTCs and their phenotype. For instance, PGC1a
(PPARGC1A), which acts as a cofactor in the induction of
FAO gene expression, is highly expressed in the melanocytic
phenotype (Vazquez et al., 2013), and low PGC1a expres-
sion was detected in melanoma CTCs and correlated with
increased metastasis (Luo et al., 2016). However, metastasis
induced by PGC1a-low cells was linked to a mechanism
independent of PGC1a’s role in metabolism.

Single-cell analysis of CTCs isolated from patients with
melanoma identified SREBP2 (SREBF2), the master regulator
of cholesterol homeostasis, as an important factor in CTC
survival, where it induced the expression of transferrin,
which could counteract ROS-induced ferroptosis (Hong
et al., 2021). Again, the mechanism of SREBP2-mediated
CTC survival was not related to a particular metabolic
state. Furthermore, the SREBP2 transcriptional program was
predominantly expressed in a population of CTCs that shared
characteristics with both the melanocytic and invasive phe-
notypes. Thus, the melanoma differentiation phenotypes
might not accurately describe metabolic phenotypes in
CTCs. This is in line with our findings that FAO upregulation
did not correlate with a particular melanoma differentiation
phenotype, and in fact, in both phenotypes, the strongest
induced gene in detached cells was the same, medium-chain
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acyl-CoA synthetase 4 (ACSM4). ACSM4 is a predicted
mitochondrial medium-chain acyl-CoA synthetase (Watkins
et al., 2007). ACSM activate free FAs to generate acyl-CoA,
but the particular role of ACSM4 in FA metabolism is so far
unknown. Potentially, ACSM4 could enable the activation of
free FA released through lipophagy.
As mentioned earlier, FAO is required for metastasis

(Pascual et al., 2017; Wang et al., 2018), and we find that
thioridazine and ranolazine reduced the prometastatic ac-
tivity of detached melanoma cells. Thioridazine, a first-
generation antipsychotic drug, has other targets such as
dopamine receptors and the KCNH2 potassium channel
(Feinberg et al., 2022), but in melanoma, acting as an in-
hibitor of peroxisomal FAO (Leighton et al., 1984; Van den
Branden and Roels, 1985), it could suppress BRAF inhibi-
tor‒induced drug tolerance (Shen et al., 2020). Ranolazine
on the other hand inhibits acetyl-CoA production from FAs in
mitochondria (McCormack et al., 1998).
The cross-talk between peroxisomes and mitochondria is

controlled by the carnitine-shuttle enzymes CROT and CRAT,
both of which are peroxisomal enzymes (Houten et al.,
2020). Nevertheless, depending on alternative splicing,
CRAT can also be expressed in mitochondria, and for
instance, in skeletal muscle cells, mitochondrial CRAT can
act as a distinct metabolic rheostat (Muoio et al., 2012; Seiler
et al., 2014). However, it appears that in melanoma cells,
CROT and CRAT assume very similar and closely linked
functions in FA metabolism‒controlled survival because we
observed that cell death induced by either carnitine trans-
ferase could be rescued by MCFAs. Moreover, a double
knockdown of CROT and CRAT did not increase the impact
on survival (not shown).
In summary, our study highlights the relevance of the

peroxisomal FA catabolism machinery in metastatic spread,
and we reveal CROT and CRAT as important players in mel-
anoma progression and metastasis. Although these carnitine
transferases have so far mainly been studied in the context of
insulin resistance and cardiac metabolism, our study iden-
tifies acyl-carnitine shuttle as a potential therapeutic target in
metastatic melanoma.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture, survival, and FACS analysis

Cell lines (501mel, WM266-4, A375, WM9, WM98-1 [all BRAF

sequence variant, and MV3 [NRAS mutated]) were grown in DMEM/

25 mM glucose (Gibco, Madrid, Spain) with 10% fetal calf serum.

For in vitro treatments (drugs and siRNA sequences are provided in

Supplementary Materials and Methods), cells were cultured in sus-

pension in DMEM/5 mM glucose for 72 hours before being replated;

after 72 hours, they were analyzed using crystal violet as described

(Aldaz et al., 2021). For FACS analysis, cells were cultured in

adhesion or suspension in the presence of 25 or 5 mM glucose. At

individual time points, cells were harvested, washed, and processed

as described (Ferguson et al., 2017).

RNA sequencing and bioinformatics analysis

RNA was isolated from cells either grown in adherent or suspension

conditions for 24 hours using an RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen,

Barcelona, Spain). The sequencing run was performed on an Illu-

mina HiSeq1500, and data were processed as described (Aldaz
Journal of Investigative Dermatology (2023), Volume 143
et al., 2021). Ranked genes by log fold change were analyzed by

gene set enrichment analysis using hallmark gene set (7.1) obtained

from the Molecular Signatures Database (Liberzon et al., 2015) and

the gene set enrichment analysis function ClusterProfiler (3.16.1) (Yu

et al., 2012).

Experimental metastasis assays

After treatments (siRNA, drugs), viable 501mel cells stably express-

ing a luciferase/GFP reporter (Creusot et al., 2008) were injected into

the tail vein of male Rag2�/�; Il2Rg�/� in-house bred mice

(Rag2tm1.1FlvIl2rgtm1.1Flv/J, The Jackson Laboratory, Bar Harbor,

ME, RRID:IMSR_JAX:014593). For imaging, mice were injected in

the retro-orbital plexus with 50 ml of 15 mg/ml D-Luciferin, and

photon flux was monitored using a PhotonIMAGER imaging system

and analyzed using M3Vision software (Biospace Lab, Nesles-la-

Vallée, France). All experiments in mice were performed in

concordance with the Institutional Animal Care Committee of

the University of Navarra (Pamplona, Spain) under protocols

R-008c-18GN and R-057-18GN approved by the regional Govern-

ment of Navarra in Spain.

qPCR and Western blotting

RNA extraction, quantitative RT-PCR, and western blotting followed

standard protocols and were performed as described (Rowling et al.,

2020; Sanz et al., 2000). Primary antibodies were cleaved caspase-3

(5A1E; number 9664, Cell Signaling Technologies, Boston, MA),

extracellular signal‒regulated kinase 2 (D-2; number sc-1647, Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), CROT (NBP1-85501), and

CRAT (NBP1-86616, Novus Biologicals, Centennial, CO).

Data Analysis and Statistics

GraphPad Prism, version 7.00, for Mac operating system (GraphPad

Software, San Diego, CA) was used for analysis. One-way ANOVA

or Student’s t-test was used for bar graph analyses, and log-rank test

was used for KaplaneMeier survival analyses. Data represent the

results for assays performed from at least three replicates, and values

are presented as the mean � SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and

***P < 0.001.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS
Cell lines, culture, and reagents

The 501mel cells were a gift from Steve Rosenberg (National
Cancer Institute, Bethesda, MD), WM266-4 (BRAF mutant)
and A375 (BRAF mutant) cells were bought from ATCC
(Manassas, VA), WM9 (BRAF mutant), and WM98-1 (BRAF
mutant) and MV3 (NRAS mutant) cells were a gift from Adam
Hurlstone (University of Manchester, Manchester, United
Kingdom). All cell lines have been authenticated in 2021. To
culture cells in suspension, six-well plates were coated with 1
ml of a sterile solution of 2% agar in water. Once the agar
had solidified, half a million cells (125,000 cells/ml) in
DMEM, 1% fetal calf serum, and 5 mM glucose were plated
per well and cultured for up to 3 days. Treatments lasting 72
hours were initiated 5 hours after plating. At the end of any
treatment, cells were collected in 15 ml tubes, spun for 5
minutes at 1,500 r.p.m., and then subjected to the respective
method of analysis. For all experiments, cells defrosted from
a single vial were used for no more than 1 month or six
passages. Thioridazine (T9025, Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
ranolazine, Z-VAD-FMK, liproxstatin-1, and ferrostatin-1
(HY-17401, HY-16658B, HY-12726, and HY-100579, Med-
ChemExpress, Gijon, Spain), octanoic and decanoic acid
(W279900 and W236403, Merck, Madrid, Spain) were
reconstituted in DMSO.

Mice

We used Rag2�/�; Il2Rg�/� in-house bred mice (Rag2tm1.1Fl-
vIl2rgtm1.1Flv/J, The Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME,
RRID:IMSR_JAX:014593). All experiments in mice were per-
formed following Animal Research: Reporting of In Vivo Experi-
ments guidelines and in concordance with the Institutional
Animal Care Committee of the University of Navarra (Pamplona,
Spain) under the protocol numbers R-008c-18GN and R-057-
18GNapprovedby the regionalGovernmentofNavarra in Spain.
After injection into the tail vein, mice were randomized by age.
After imaging, photon fluxwas calculated for eachmouse using a
region of interest at the indicated times for 4 weeks. On day 28,
mice were killed, and after D-luciferin injection, ex vivo biolu-
minescence intensity was measured.

qRT-PCR and primers

For qRT-PCR experiments, total RNA was extracted and
analyzed as described previously (Aldaz et al., 2021). Primer
sequences were as follows: ABCD1 forward, 50-CACCC-
CAGCGCATGTTCTAC and ABCD1 reverse, 50-ACACATAG
CCTCCCAACCTCC; ABCD3 forward, 50-ACGGGTATTTCAT
GGAAACTTGGA and ABCD3 reverse, 50-GCTCCTTTTTCC
CCTCTTTCTCA; ACAA2 forward, 50-CATCGGGTGTAGCTG
ATGGT and ACAA2 reverse, 50-AGCAGGGACAGGACCAA-
TAC; ACOX1 forward, 50-GGTTTAAAAATTTTGTGCACC-
GAGG and ACOX1 reverse, 50-CGAAGGTGAGTTCCAT
GACCC; CPT1A forward, 50-GACGTGGGAAAAATAAGCA
GTC and CPT1A reverse, 50-ACATCGGCCGTGTA
GTAGAGAT; CPT1C forward, 50-CAGTTGGCTTTTCCTCTT-
CAGT and CPT1C reverse, 50-AGGCAGCAACTCTTT-
GATCTTC; CPT2 forward, 50-AAAGAAGCAGCAATGGG
CCAG and CPT2 reverse, 50-ATGCAGGGTCCAGGTAGAGC;
CRAT forward, 50-GGAAGACGGAGAACTGGCTG and CRA
T reverse, 50-TGAGTTTGGCAGCAAATCGGA; CROT for-
ward, 50-CGCCAGAGCTTCTCAGACAAC and CROT reverse,
50-CCTTAGCCCATCGAGTTCGC; EHHADH forward, 50-AT
AGGATTGCCCACGCAGAG and EHHADH reverse, 50-
TGCTAAAATACGTCTTCCTGAGGT; ETFB forward, 50-TCC
TGCTGGGCAGATCCGA and ETFB reverse, 50-CGGTAC-
GAATCGTCTCCTGGC; and SLC25A20 forward, 50-CGAC-
CAGCCAAAACCCATCA and SLC25A20 reverse, 50-GTG
TCTGCAGTCGGACCTTG.

RNA interference and small interfering RNA sequences

For RNA interference experiments, cells were transfected
with small interfering RNAs (siRNAs) using Lipofectamine
Transfection Reagent (18324020, Thermo Fisher Scientific,
Loughborough, United Kingdom) in adherent conditions.
Forty-eight hours later, cells were counted and cultured in
suspension for 72 hours. Then, cells were replated and
analyzed after 72 hours as described (Aldaz et al., 2021).
Human ON-TARGETplus SMARTpools (Horizon Discovery,
Waterbeach, United Kingdom) used were ABCD1-targeted
siRNA (number L-009605-00), ABCD3-targeted siRNA
(number L-009909-00), ACOX1-targeted siRNA (number L-
005074-00), CPT1A-targeted siRNA (number L-009749-00),
CRAT-targeted siRNA (number L-009524-00), CROT-targeted
siRNA (number L-009230-00), EHHADH-targeted siRNA
(number L-009822-00), ETFB-targeted siRNA (number L-
010494-00), and SLC25A20-targeted siRNA (number L-
007480-00). Sequences for individual small interfering RNAs
were scrambled control, AAACCGUCGAUUUCACC
CGGGUU; siRNA targeting SLC25A20#6, GAAAGCAA-
GUACACUGGUA; siRNA targeting SLC25A20#7, GAU-
GUUAUCUGGCGUAUUC; siRNA targeting SLC25A20#8,
GCCAUGAAGUUCCUUAAUU; siRNA targeting SLC25A
20#9, CAACUGGGCUGUGGCAAUC; siRNA targeting
CROT#6, GUAUAACUCUUUGGCAUAA; siRNA targeting
CROT#7, GAACUACUGGCAGCUAUUA; siRNA targeting
CROT#9, GUAGUUUACUGGUAUAUUC; siRNA targeting
CRAT#6, ACUCAUCCCUACAGACCAA; siRNA targeting
CRAT#7, GUACCACAGUGACGGGACA; and siRNA target-
ing CRAT#8, CCAAGAAGCUGCGGUUCAA.
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Supplementary Figure S1. Cell-

autonomous characteristics in

nonadherent melanoma cells. (a) Cell

cycle profiles of 501mel and WM266-

4 cells grown in ADH or SUSP as

indicated. (b) Principal component

analysis of 501mel and WM266-4

cells cultured in ADH or SUSP in the

presence of 25 or 5 mM glucose for 24

hours. (c) Cluster analysis of the

transcriptomic profile of WM266-4

cells cultured as indicated. (d) GSEA

plots for MSigDB hallmarks (Liberzon

et al., 2015) significantly different in

501mel SUSP cells from that in ADH

cells grown in the presence of 25 mM

glucose. ADH, adhesion; GSEA, gene

set enrichment analysis; h, hour;

MSigDB, Molecular Signatures

Database; PC, principal componenet;

SUSP, suspension.
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Supplementary Figure S2. FAO regulator upregulation correlates with poorer survival. (a) Heatmap of upregulated and downregulated genes in WM266-4

cells cultured as indicated. (b, c) Kaplan‒Meier analysis of the TCGA melanoma patient cohort (Cancer Genome Atlas Network, 2015). Differences in survival

for patients whose tumors express high or low levels of (b) CPT1C, SLC25A20, CPT2, CPT1A, SLC27A1, SLC27A3, and CD36 or of (c) CROT, CRAT, ACACB,

ACAA2, ECH1, ACADS, ACOT7, ACOT9, ECHS1, and HSD17B10 are shown. Respective genes were analyzed for mRNA expression (z-score ¼ 2.0) in

cBioportal, and survival data were extracted and analyzed in GraphPad Prism. CI, confidene interval; CRAT, carnitine acetyltransferase; CROT, carnitine O-

octanoyltransferase; FA, fatty acid; FAO, fatty acid beta-oxidation; HR, hazard ratio; TCGA, The Cancer Genome Atlas.
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Supplementary Figure S3. CROT and CRAT in melanoma cells. (a) qRT-PCR analysis of the indicated genes in 501mel cells grown in suspension for 48 or 72

hours. The expression of cells grown in adhesion was set to 1. (b) qRT-PCR analysis for CROTor CRAT expression in 501mel cells 48 hours after CROTor CRAT

RNAi. Expression in cells treated with control siRNAwas set 1. (c) qRT-PCR analysis for CROTor CRATexpression in the indicated cell lines after CROTor CRAT

RNAi. ADH, adhesion; con, control; CRAT, carnitine acetyltransferase; CROT, carnitine O-octanoyltransferase; h, hour; RNAi, RNA interference; siRNA, small

interfering RNA; SUSP, suspension.
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Supplementary Figure S4. CROT and CRAT correlation with melanoma metastasis, progression, and survival. This figure is related to Figure 4. (a) Western blot

for CROT and CRAT 66 hours after RNAi in 501mel-GFP cells. (b) Ex vivo bioluminescence quantification of 501mel tumor burden in the indicated organs.

Graphs show the mean � SEM signal of organs from six (control, CRAT) or five (CROT) mice. **P < 0.01 and ***P < 0.001 with one-way ANOVA. (c‒‒h)
Kaplan‒Meier analyses of the TCGA melanoma patient cohort (Cancer Genome Atlas, 2015) for (c, f) progression-free, (d, g) disease-specific, and (e, h) overall

survival of patients whose tumors express high or low levels of CRAT or CROT, respectively. Respective genes were analyzed in cBioportal, and survival data

were extracted and analyzed in GraphPad Prism. CI, confidence interval; con, control; CRAT, carnitine acetyltransferase; CROT, carnitine O-octanoyltransferase;

HR, hazard ratio; RNAi, RNA interference; siCRAT, carnitine acetyltransferase‒targeted small interfering RNA; siCROT, carnitine O-octanoyltransferase‒
targeted small interfering RNA; TCGA, The Cancer Genome Atlas.
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Pendiente incluir el artículo de tesis cuya contribución es de primera autora que 

actualmente, en el momento de la solicitud de depósito, se encuentra aceptado en la 

revista Nature Metabolism (NATMETAB-A22107614B). Una vez se disponga de la versión 

publicada se incluirá en esta tesis en el deposito oficial de Tesis Doctoral. 
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