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RESUMEN

El proyecto MAMARET busca mejorar las opciones de tratamiento para personas con cancer de
mama hormonal avanzado cuando la enfermedad deja de responder a los tratamientos
habituales. En este tipo de cancer, la terapia hormonal y los farmacos llamados inhibidores de
CDK4/6 han supuesto un gran avance, pero en algunos casos el tumor acaba desarrollando
resistencia y vuelve a crecer.

Este estudio se centra en una proteina llamada RET, que actiia como un “interruptor” que puede
favorecer el crecimiento de las células tumorales. Investigaciones previas sugieren que RET



puede estar especialmente activa en algunos canceres de mama hormonales y que su activacion
podria contribuir a que los tratamientos dejen de funcionar. Sin embargo, todavia no se sabe
bien en qué pacientes ocurre ni cdmo aprovechar esta informacion para tratarlos mejor.

El proyecto analizard muestras reales de tumores de mama para identificar en qué casos RET
esta mas activa y como cambia a lo largo de la enfermedad. Ademas, se realizaran estudios en
laboratorio para comprobar si bloquear RET con medicamentos ya existentes puede ayudar a
frenar el cancer, incluso cuando otros tratamientos han dejado de ser eficaces.

El objetivo final es avanzar hacia tratamientos mas personalizados, identificando mejor a las
pacientes que podrian beneficiarse de nuevas terapias y ofreciendo nuevas opciones cuando las
actuales ya no funcionan.

DESCRIPCION
Introduccidn y justificacion:

El cdncer de mama continda siendo el tumor mas frecuente entre las mujeres a nivel mundial y
representa un importante desafio de salud publica. En las uUltimas décadas se han alcanzado
notables avances en la deteccién precoz, el abordaje multidisciplinar y el desarrollo de nuevos
tratamientos, lo que ha permitido mejorar de forma significativa el prondstico en muchos casos.
Sin embargo, en los estadios metastasicos la supervivencia a cinco afios sigue siendo limitada,
reflejando la necesidad de innovar en nuevas estrategias de tratamiento. Comprender en
profundidad los mecanismos de resistencia a las terapias actuales resulta clave para identificar
biomarcadores que orienten la seleccion de pacientes y faciliten un abordaje mas personalizado.

Lejos de ser una Unica enfermedad, el cancer de mama se clasifica en distintos subtipos
bioldgicos definidos por caracteristicas moleculares y la expresion de receptores hormonales y
HER2. Los principales subtipos incluyen: luminal A y luminal B (dependientes del receptor de
estrogeno), HER2 positivo y triple negativo. El prondstico y la eleccion del tratamiento en el
cancer de mama dependen de forma critica tanto del subtipo bioldgico como del estadio clinico
de la enfermedad.

La terapia endocrina constituye el eje terapéutico en el cancer de mama luminal, al bloquear la
sefializacién mediada por receptores hormonales responsables de la proliferacion tumoral. Sin
embargo, la eficacia de la terapia endocrina en pacientes con estadios avanzados se ve limitada
por la aparicion de mecanismos de resistencia, que pueden ser primarios o adquiridos. Entre los
mas relevantes se encuentran las alteraciones en el receptor de estrégeno (como mutaciones
en ESR1), la activacién de vias de sefializacion alternativas (PI3K/AKT/mTOR, MAPK) y cambios
en el ciclo celular’?,

El conocimiento de estos mecanismos ha permitido desarrollar terapias dirigidas y
combinaciones racionales que buscan superar la resistencia y prolongar el beneficio clinico.
Entre ellas, los inhibidores de CDK4/6 se han consolidado como el estdndar en combinacion con
terapia endocrina, al demostrar de manera consistente una reduccion del riesgo de progresion



y una mejora de la supervivencia en pacientes con cancer de mama luminal avanzado,
posicionandose como una estrategia fundamental para superar parte de la resistencia
endocrina®®. A pesar de ello, existen también mecanismos de resistencia a los inhibidores de
CDK4/6 como las mutaciones en RB1, la activaciéon de vias de sefalizacidon alternativas
(PI13K/AKT/mTOR, MAPK) o la sobreexpresion de ciclinas, lo que permite la proliferacion celular
independiente del bloqueo terapéutico®’.

El protooncogén RET codifica para un receptor tirosina quinasa implicado en el desarrollo del
sistema nervioso y en diferenciacidn celular y es activado por ligandos de la familia de GDNF &.
Alteraciones en este gen, incluyendo mutaciones activadoras y traslocaciones, han sido descritas
en diversos tumores sélidos® 1°. En los Gltimos afios, la identificacion de estas alteraciones ha
permitido el desarrollo de terapias dirigidas, destacando la aprobacion de selpercatinib, un
inhibidor selectivo de RET, para el tratamiento de tumores avanzados con dichas alteraciones
moleculares®?.

En cancer de mama, las traslocaciones en el gen RET son muy poco frecuentes, representando
alrededor del 0,7% de los casos 2. Sin embargo, varios estudios han correlacionado la expresion
de RET con la de expresion del receptor de estrogeno, mostrando que su sobreexpresion
favorece el crecimiento tumoral y promueve la resistencia a terapias endocrinas *°. Ademas,
la inhibiciéon de RET potencia el efecto antitumoral del tamoxifeno en modelos murinos 16,
apoyando su papel en la respuesta a terapia endocrina en estudios preclinicos.

No obstante, el rol de RET en la resistencia a la combinacion de terapia endocrina e inhibidores
de CDK4/6 permanece poco definido y constituye un drea de investigacién emergente. Hasta la
fecha, solo se ha publicado un estudio que analiza esta relacion en dos modelos celulares
resistentes y en un modelo derivado de paciente - Estos hallazgos preliminares sugieren una
posible participacién de RET en los mecanismos de escape terapéutico, aunque se requieren
mas investigaciones preclinicas y clinicas que confirmen su relevancia biolégica y su valor
potencial como diana terapéutica en este contexto.
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Datos preliminares:

En una cohorte piloto de 15 muestras de cancer de mama se evalud la expresién de ARN

mediante hibridacion masiva con tecnologia nCounter, y proteina de RET mediante

inmunohistoquimica, ademas de realizar la secuenciacién de genes asociados al cancer de



mama, incluyendo HER2 y PIK3CA. Nueve casos correspondieron a tumores triple negativos,
mientras que los seis restantes fueron tumores con expresion del receptor de estrégeno.

La expresion de RET fue significativamente mayor en los tumores con positividad del receptor
de estrégeno en comparacién con los tumores triple negativos, lo que sugiere una asociacion
con la sefializacion estrogénica como previamente se habia reportado (Figura 1).
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Figura 1: Niveles de RET mRNA en 15 muestras de cancer de mama. Cada punto representa
una muestra

Ademas, la sobreexpresion de ARN de RET se correlaciond con un aumento en la expresion
proteica, confirmado mediante inmunohistoquimica (Figura 2)
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Figura 2: Imagen microscépica de la expresién proteica de RET mediante inmunohistoquimica
en una muestra tumoral con sobreexpresion de ARN de RET



Finalmente, se lograron establecer cultivos primarios derivados de estas muestras,
constituyendo una herramienta experimental valiosa para el desarrollo de estudios funcionales
adicionales orientados a caracterizar el papel de RET en la biologia del cancer de mama.

Hipotesis:

La sobreexpresidon de RET en cancer de mama se observa con mayor frecuencia en los subtipos
con expresién del receptor de estrégeno, en los que su presencia parece estar estrechamente
relacionada con la dependencia de la sefializacion hormonal.

Esta alteracion puede adquirir especial relevancia en el contexto de progresion bajo terapia
endocrina combinada con inhibidores de CDK4/6, un escenario clinico que representa una
necesidad terapéutica no cubierta en la practica oncoldgica. En este marco, la deteccidén de RET
no solo resulta de interés como biomarcador bioldgico, sino que también constituye una
alteracion molecular potencialmente accionable, susceptible de ser tratada mediante
inhibidores de tirosina quinasa selectivos. Estos farmacos han mostrado resultados alentadores
en otros tumores sélidos con alteraciones en RET, lo que refuerza la hipdtesis de su aplicabilidad
en cancer de mama.

En conjunto, esta evidencia abre la posibilidad de incorporar estrategias terapéuticas dirigidas
contra RET en pacientes con cancer de mama luminal avanzado, especialmente en aquellos con
progresion tras los esquemas actuales de tratamiento.

Objetivos:

1. Determinar la prevalencia de la sobreexpresion de RET en tumores primarios de mama
con expresion del receptor de estrogeno mediante el analisis de muestras clinicas.

2. Evaluar, en muestras pareadas de tumores primarios y metdstasis de cancer de mama
con expresion del receptor de estrogeno, los cambios en la expresion de RET.

3. Caracterizar los cambios en la expresién de RET en muestras pareadas de metastasis de
cancer de mama con expresion del receptor de estrogeno, comparando el estado
pretratamiento y postratamiento con terapia endocrina en combinacidn con inhibidores
de CDK4/6.

4. Explorar en modelos preclinicos (lineas celulares y cultivos primarios derivados de
pacientes) de cancer de mama con expresion del receptor de estrégeno, sensibles y
resistentes a inhibidores de CDK4/6, combinaciones terapéuticas innovadoras que
incorporen inhibidores selectivos de RET, con el objetivo de contrarrestar la resistencia
a los tratamientos estandar.



Métodos:
Objetivos 1, 2 y 3:

Para alcanzar este objetivo se emplearan tejidos fijados en parafina (N = 100 para el objetivo 1;
N = 10 muestras pareadas para el objetivo 2; y N = 10 para el objetivo 3) procedentes de
pacientes con cancer de mama con expresion del receptor de estrégeno.

Se analizard la expresion de ARN de RET mediante un panel personalizado de hibridacién masiva
con tecnologia nCounter y, en aquellos casos con sobreexpresion, se confirmara la expresion de
la proteina total y fosforilada mediante inmunohistoquimica. Ademas, en las muestras sin
genotipo previamente disponible, se realizard una caracterizacion molecular mediante
secuenciacién masiva, con el propdsito de identificar alteraciones en genes relevantes para el
cancer de mama, incluyendo PIK3CA, HER2 y BRCA1/2.

Objetivo 4:

Se emplearan cuatro lineas celulares de cancer de mama con expresién del receptor de
estrogeno, dos de ellas con sobreexpresion de RET (MCF-7 y HCC1428). En estas lineas se
evaluarad la sensibilidad a inhibidores selectivos de RET en modelos 2D y 3D, tanto en suspension
como en Matrigel, asi como a su combinacién con terapia endocrina +/- inhibidores de CDK4/6.

Posteriormente, se generaran clones resistentes a la combinacién de terapia endocrina e
inhibidores de CDK4/6 en dos lineas celulares, una de ellas con sobreexpresién de RET, con el
objetivo de determinar si la resistencia adquirida se asocia a un incremento en la expresién de
RET. En estos modelos resistentes también se evaluara la capacidad de los inhibidores selectivos
de RET para revertir la resistencia.

Asimismo, se analizard la sensibilidad a inhibidores selectivos de RET, en monoterapia y en
combinacion (terapia endocrina +/- CDK4/6), en cultivos primarios derivados de pacientes con
cancer de mama con expresion del receptor de estrégeno, obtenidos en progresidon tras
tratamiento con terapia endocrina e inhibidores de CDK4/6.

Finalmente, en caso de obtener resultados positivos, se caracterizard mediante Western blot la
expresion y activacion de proteinas clave de sefalizacidon (ERK, AKT) en los modelos celulares
utilizados.

Impacto Clinico:

Si los resultados de este estudio confirman que la sobreexpresion de RET se asocia con una
mayor sensibilidad a los inhibidores selectivos de RET en el cancer de mama con expresion del
receptor de estrégeno, esta alteracion podria consolidarse como una diana terapéutica
novedosa en subgrupos seleccionados de pacientes.

La validacién de RET como biomarcador predictivo abriria la posibilidad de implementar
estrategias de tratamiento personalizadas en escenarios clinicos relevantes, como la progresion



tras terapia endocrina e inhibidores de CDK4/6. En este contexto, los inhibidores selectivos de
RET podrian representar una alternativa eficaz para superar la resistencia a estos tratamientos,
ampliando el arsenal terapéutico disponible.

Cronograma y Presupuesto:

Objetivo 1- : |

Objetivo 2- |

Objetivo 3 :

Objetivo 4+

0 6 12
meses
item Coste €
1 Personal 18.500
2 Fungible 42.500
3 Publicaciones 2.000
4 Viajesycongresos 1.000
5 Costes indirectos 7.680
TOTAL 71.680

Justificacidn del presupuesto:

1. Investigador responsable de la ejecucion del proyecto. Desarrollo y validacion de
estudios, analisis e interpretacion de datos, asi como elaboracién de resultados e
informes cientificos derivados de la investigacion.

2. El fungible incluird entre otros reactivos; medios de cultivo (RPMI 1640 medium, Fetal
Bovine Serum), farmacos para sensibilidad frente a farmacos (selpercatinib, fulvestrant,
abemaciclib, palbocilib), lineas celulares (T-47D, MDA-MB-134-1V) reactivos para
hibridacion masiva de ARN (nCounter elements 144plextagset, nCounter elements
master kit 192 assays), paneles de secuenciacién (panel custom Qiagen 30 genes),
reactivos para inmunohistoquimica y western blot (anticuerpo RET ( Anti-Ret antibody
EPR2871)) y anticuerpofosfoRET (Phospho-Ret (Tyr905) Antibody).



La publicacidn en una revista cientifica garantiza la validacion por pares, aporta rigor y
credibilidad a los resultados y permite difundir el conocimiento a la comunidad
cientifica, favoreciendo su aplicacion clinica y el avance en la atencidn a los pacientes.
Asistencia a congresos cientificos, necesarios para la presentacién y difusion de
resultados (costes de inscripcidn, desplazamiento, alojamiento).

Actividades necesarias para el desarrollo cientifico del proyecto, coordinacién técnica,
preparacion y gestion de documentacion regulatoria, elaboracién y presentacion de
protocolos ante el CEIM, seguimiento del cumplimiento ético y normativo, apoyo
metodoldgico, entre otros.



