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A. ANTECEDENTES

En Esparia se diagnostican anualmente 900 pacientes menores de 15 afios afectos
de céancer, y alrededor de 500 casos en adolescentes con edades comprendidas entre los
15-19 afios [1]. Los avances de la terapia antineoplasica han llevado a un significativo
aumento de los indices de supervivencia en las ultimas décadas, siendo actualmente el
indice medio de curacion del cancer infantil del 70-80% [2]. Sin embargo, el cancer en
la edad pediétrica es todavia la causa mas frecuente de mortalidad por enfermedad en
los nifios mayores de un afio de edad y el prondstico continGa siendo sombrio en
algunos diversos de cancer. (Figura 1). Por otra parte, a pesar de que los nifios toleran la
toxicidad aguda del tratamiento mejor que los adultos, son mas vulnerables a las
secuelas tardias de la terapia frente al cancer, ya que hasta un 62% de los supervivientes
presentara a largo plazo secuelas crénicas secundarias al tratamiento recibido, 27% de

ellos secuelas severas [3,4].
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Figura 1: Supervivencia global a los 5 afios segun los diferentes neoplasias pediatricas en
Europa. Adaptado de [2]

El osteosarcoma es el tumor 6seo maligno primario mas frecuente en nifios y
adolescentes, asi como uno de los tumores pediatricos con peor prondstico (Figura 1).
Histologicamente se caracteriza por células malignas mesenquimales productoras de
osteide o hueso inmaduro tumoral. La incidencia de osteosarcoma en la poblacién
general es de 2-3 casos/1.000.000/afio llegando a los 8-11casos/1.000.000/afio en la

adolescencia [5]. Presenta una incidencia bimodal: un pico de mayor incidencia en la



adolescencia y otro pico de presentacion después de los 65 principalmente secundario a
radioterapia o enfermedad de Paget.

Histologicamente, el osteosarcoma central convencional (intramedular de alto
grado) es el tipo mas frecuente y comprende cerca del 90% de todos los casos de
osteosarcoma. Segln el componente celular predominante se pueden clasificar en
osteoblasticos, condroblasticos o fibroblasticos. Otras variantes menos frecuentes son el
osteosarcoma de células pequefias o el telangiectasico. Sin embargo, a pesar de las
distintas variables histolégicas, el comportamiento clinico y el manejo médico son
idénticos para todos ellos. Otro grupo distinto lo constituye el osteosarcoma de
superficie (paraostal, periostico y yuxtacortical), variantes de bajo grado que se tratan

unicamente con cirugia con excelente pronostico [6].

A diferencia de otros sarcomas, el osteosarcoma no presenta una alteracion
molecular o translocacion especifica. La mayoria son esporadicos y parece existir una
asociacion con el crecimiento 0seo acelerado como demuestra un mayor pico de
incidencia cercano al estirén puberal y aparicion en zonas metafisiarias, donde se
produce el crecimiento 0seo. Sin embargo, existe asociacion con diversos trastornos
genéticosprincipalmente Li-Fraumeni, retinoblastoma hereditario y sindromes de

Rothmund —Thomson, Bloom y Werner.

En el momento del diagndstico, aproximadamente un 10-20% de los pacientes
presentan metastasis, principalmente pulmonares, con un prondstico claramente mas
desfavorable que el resto. Sin embargo, hasta un 60-70% de los pacientes con
enfermedad localizada presentan inicialmente metastasis pulmonares subclinicas, por lo
que es fundamental un tratamiento multidisciplinar como enfermedad sistémica aln en

los casos en los que no se haya podido objetivar diseminacion a distancia.

Existen distintos factores prondsticos asociados a la supervivencia,
principalmente el tamafio del tumor primario inicial, presencia de metastasis en el
momento del diagnostico, escasa respuesta histoldgica a la quimioterapia neoadjuvante

y cirugia completa de todas las lesiones tumorales [7-11].

Previo a los afios 70, el tratamiento del osteosarcoma era exclusivamente
quirurgico, alcanzando uUnicamente 5-20% de supervivencia. Sin embargo, gracias a la

introduccién en los afios 70-80 de quimioterapia neoadjuvante/adjuvante



(doxorrubicina, metotrexato, cisplatino, ifosfamida) en combinacion con reseccion
completa del tumor primario/metéstasis, la tasa de supervivencia ha mejorado hasta
alcanzar un 20-30% para las formas metastésicas [7,12] y un 60-70% para los pacientes
con enfermedad inicialmente localizada [13,14].

Sin embargo, a pesar de los importantes logros alcanzados en la década de los
70-80, el arsenal terapéutico y las tasas de curacion no ha cambiado en las ultimas
décadas. Por ello, son necesarias nuevas estrategias terapéuticas para intentar mejorar el
pronostico vital de estos pacientes, asi como valorar la introduccién de nuevos farmacos

que permitan disminuir la toxicidad de las terapias actuales.

En los ultimos afios, se postula un nuevo paradigma para el desarrollo de nuevos
farmacos antitumorales basado en la biologia del tumor y no Unicamente en su
histologia, posibilitando un enfoque mas “personalizado” del tratamiento antitumoral
[15]. Para ello es necesario profundizar en el estudio de la biologia tumoral para poder
identificar determinados marcadores biologicos (biomarcadores), que jueguen un papel
importante en la fisiopatogenia de los tumores y/o en su evolucién y respuesta

terapéutica [16].
Estudio de cascadas y redes de sefializacion intracelular

Las células de todo organismo pluricelular estdtn en permanente
intercomunicacion a través de diferentes tipos de sefiales (citoquinas, hormonas,
factores crecimiento, etc.) que regulan la proliferacion, diferenciacion, metabolismo,
comportamiento celular e incluso apoptosis. Estas sefiales interaccionan con sus
respectivos receptores en las células diana produciendo la activacion de diferentes rutas
especificas de transduccidn de sefiales, por las que seran transmitidas hacia el interior de
la célula para generar la respuesta adecuada. Cada sefial extracelular es transmitida a
través de multiples rutas, o cascadas de sefializacion, en las que intervienen numerosas
proteinas que ganan Yy/o pierden su actividad biolégica mediante diversas

modificaciones tales como fosforilacion, desfosforilacién, etc

Dentro de las cascadas de sefializacion intracelular mas importantes implicadas
en la génesis/supervivencia de las células cancerigenas destacan las redes de
PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/B-catenina y Sonic-Hedgehog.



La cascada de PISK/AKT/mTOR juega un papel importante en el crecimiento y
supervivencia celular. Las phosphoinositide-3-kinasas (PI3Ks) son una familia de
quinasas lipidicas que producen una cascada de sefial intracelular que regula un amplio
abanico de procesos celulares y que suele estar activada en distintos tumores
interviniendo en la proliferacion incontrolada, resistencia a la apoptosis, angiogénesis y
metastasis (Figura 2). Este circuito juega un papel importante no s6lo en el crecimiento
tumoral, sino también en la respuesta potencial de los tumores al tratamiento
antitumoral. La activacion de Akt promueve resistencia adquirida frente a diversos
tratamientos antineoplasicos [17] y se suele asociar a mal prondstico y resistencia a
diversos tratamientos antitumorales [18,19]. En la actualidad existen diversos farmacos
inhibidores de esta via en desarrollo a nivel de PI3K, Akt y mTORC1/mTORC2.

La activacion de la via de PI3K/Akt/mTOR se puede producir por distintas
alteraciones en diferentes puntos como perdida de PTEN, amplificacion/mutacion de
PI3K, mutacion de AKT o activacion de los receptores tironsina quinasas. Todas ellas
producen una activacion constitutiva de la via que resulta en la fosforilacion de Akt
[20]. Sin embargo, a diferencia de otros tumores pediatricos [21], existen escasos datos

sobre la activacion de esta via en osteosarcoma [22,23].

<> Receptor Tyrosine Kinases g;ttz?‘?nnerf::eppt::fs <>
G-Protein coupled receptors B-Cell receptors

| J (p70os6K) [4EBP1] [elF2B) \

:
Proliferation
Apoptosis

[ Protein Synthesis |

Figura 2: Circuito PI3K/Akt/mTOR [21]



La cascada de RAS/RAF/MEK/ERK es asimismo una de las mas desreguladas
en el cancer, controlando multiples funciones celulares criticas incluyendo
proliferacion, crecimiento y senescencia [24]. La activacion de esta via se puede
producir por activacién por medio de los receptores tirosina quinasas o por mutaciones
de los componentes intracelulares de la via que confluyen en la fosforilacién de ERK.
En la actualidad existen diversos farmacos inhibidores de esta via en desarrollo a nivel
de RAF y MEK. La via de RAS/RAF/MEK/ERK esta activada en distintos tumores
pediatricos encontrandose mutaciones/duplicaciones de RAS y /o BRAF en 10% y 65%
de gliomas de alto y bajo grado respectivamente [25], asi como en un 12% de
rabdomiosarcomas y casos puntuales de neuroblastoma y sarcoma de Ewing [26] y
osteosarcoma [27].

La cascada de WNT/B-catenina juega un papel igualmente decisivo en los
procesos de regulacion, diferenciacion y proliferacion y muerte celular. Esta via
controla los niveles intracelulares de beta-catenina, de forma que en ausencia de
factores de Wnt, los niveles de beta-catenina en el citoplasma son bajos. Wnt estabilizan
la proteina, conllevando un aumento de sus niveles citoplasmaticos y su paso al nucleo,
donde se une a diversos genes diana [28]. Alteraciones en esta via son frecuentes en

numMerosos canceres, con datos contradictorios en el caso del osteosarcoma [29].

La cascada de Sonic-Hedgehog juega un papel critico en desarrollo y
homeostasis de los principales &rganos y tejidos humanos, encontrandose
fisiologicamente activa en tejidos embrionarios donde regula la diferenciacién y
regeneracion celular. En los tejidos adultos se encuentra tipicamente inactivada. Su
activacion anomala se correlaciona con distintos tumores, principalmente
meduloblastoma y carcinoma basocelular (Sindrome de Gorlin), asi como en multiples
otros tumores [30]. La activacion de esta via se puede producir por sobreexpresion en la
sefalizacidn extracelular o por mutaciones en los distintos componentes intracelulares
de la via (PTCH1, SuFu, Smo) que confluyen en una activacion de GLI1 (Figura 4). La
activacion andémala de esta via se relaciona con diversos tumores pediatricos,
principalmente meduloblastoma, rabdomiosarcoma, hepatoblastoma, neuroblastoma

[31] y algunos casos de osteosarcoma [32].
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Figura 3: Via de Sonic-Hedgehog [30]

Existe una interaccién en distintos puntos de estas cuatro cascadas de
sefializacion [33]: la inhibicién de MEK no s6lo reduce pERK sino que incrementa
pAKT [34], el tratamiento con un inhibidor de mTOR produce un incremento de pERK
[35], la presencia de genes activadores de PI3K se correlaciona con resistencia a
inhibidores de Sonic-Hedgehog [36].

Figura 4: Interaccion entre PI3BK/Akt/mTOR y RAS/RAF/MEK/ERK [33]



Preqgunta de investigacion:

El osteosarcoma es uno de los tumores pediatricos con peor prondstico. En las Gltimas
décadas no se han introducido nuevos tratamientos que permitan mejorar la
supervivencia de estos pacientes. Dentro de las cascadas de sefializacion intracelular
mas importantes implicadas en la génesis/supervivencia de las células cancerigenas
destacan las redes de PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/B-catenina y
Sonic-Hedgehog, para las que actualmente existen farmaco diana. Por ello, la pregunta
que se plantea en este estudio es la correlacidén prondstica de la activacion de estas rutas

de sefializacion intracelular en pacientes con osteosarcoma.

Definicion de la pregunta:

Forma PIR:

- P: Pacientes con osteosarcoma.

- |: Estudio de redes de sefializacion intracelular (PI3K/PTEN/Akt/mTOR,
RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/bcateinna y Sonic Hedgehog).

- R: Pronostico

Segun esto, la pregunta estructurada de nuestro trabajo es ¢La activacion de redes de
sefalizacidn intracelular en nifios y adolescentes con osteosarcoma se correlaciona con

el prondstico?
Seleccion de la fuente de informacion mas adecuada:

El osteosarcoma es el tumor 06seo maligno primario mas frecuente en nifios vy
adolescentes. Sin embargo, al igual que la mayoria de tumores malignos pediatricos se
considera un tumor raro ya que la incidencia del osteosarcoma en la poblacion general
es de unicamente 2-10 casos/1.000.000 personas/afio. En base a la baja incidencia de
este tipo de tumores y la necesidad de colaboracién y difusion internacional de los
proyectos de investigacion mas importantes realizados, la comunicacion de resultados
se realiza principalmente en revistas internacionales y principalmente en inglés. Por
ello, la basqueda de informacion se ha realizado en las bases de datos y recursos de

informacién internacionales en ciencias de la salud, en concreto Pubmed.



Ecuacion de busqueda:

Teniendo en cuenta que realmente se realizan 4 preguntas (una por cada una de las rutas
de sefializacion intracelular analizadas). Dado que interesan tanto los resultados en
humanos como preclinicos y en base al bajo nimero de publicaciones que se esperaban

encontrar no se han fijado limites.

- Ruta PIBK/PTEN/Akt/mTOR:

o "Osteosarcoma“[Mesh]) AND ("Prognosis"[Mesh]) AND
("Phosphatidylinositol 3-Kinases"[Mesh].

o "Osteosarcoma”[Mesh]) AND ("Prognosis“[Mesh]) AND "Proto-
Oncogene Proteins c-akt"[Mesh].

o "Osteosarcoma“[Mesh]) AND ("Prognosis“[Mesh]) AND "TOR
Serine-Threonine Kinases"[Mesh]

o "Osteosarcoma“[Mesh]) AND (“Prognosis”[Mesh]) AND "PTEN
Phosphohydrolase”[Mesh].

- Ruta RAS/RAF/MEK/ERK:
o "Osteosarcoma”[Mesh]) AND ("Prognosis"[Mesh]) AND (("MAP
Kinase Signaling System"”[Mesh]) OR ("Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinases"[Mesh]) OR "MAP Kinase Kinase Kinases"[Mesh])

- Wnt/Bcatenina:
o "Osteosarcoma“[Mesh]) AND ("Prognosis“[Mesh]) AND "Wnt
Signaling Pathway"[Mesh]

- Sonic hedgehog:
o "Osteosarcoma“[Mesh]) AND ("Prognosis“[Mesh]) AND "Hedgehog
Proteins"[Mesh]

Existen escasas publicaciones que analicen en pacientes con osteosarcoma el valor
prondstico de la activacion de las rutas de sefializacion previamente descritas. No existe
ningln estudio que analice la activacidn de estas rutas en los mismos pacientes en un

modelo multivariante.
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B. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis del estudio:

La activacion de las redes de PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/B-catenina
y Sonic-Hedgehog se correlaciona con el pronostico en los pacientes con osteosarcoma.

Objetivos:

- Objetivo principal:

o

Determinar si la activacion de PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK,
WNT/B-catenina y Sonic-Hedgehog se correlaciona con el prondstico en

nifios y adolescentes con osteosarcoma.

- Objetivos secundarios:

©)

Determinar los factores pronosticos clinicos y supervivencia de los
pacientes < 21 afos diagnosticados de osteosarcoma en el Hospital La Fe
desde 1985.

Analizar el porcentaje de pacientes con osteosarcoma con activacion de
PI3K/Akt/mTOR mediante la fosforilacion de pAKT.

Analizar el porcentaje de pacientes con osteosarcoma con activacion de
RAS/RAF/MEK/ERK mediante la fosforilaciéon de pERK.

Analizar el porcentaje de pacientes con osteosarcoma con activacion de
Sonic-Hedgehog mediante la expresion nuclear de GLI.

Analizar el porcentaje de pacientes con osteosarcoma con activacion de

la ruta WNT/B-catenina mediante la expresion nuclear de B-catenina.

11



C. METODOLOGIA

Sujetos del estudio: Pacientes < 21 afios diagnosticados de osteosarcoma en el Hospital La Fe
desde 1985. Para el andlisis de la activacion de las rutas de sefalizacion de las diferentes vias
intracelulares se han incluido Unicamente aquellos pacientes en los que se conserve muestra
tumoral que permita la realizacién de los estudios bioldgicos, previa obtenciéon de
consentimiento informado. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion

Biomédica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe de acuerdo a la legislacion vigente.

Variables del estudio: La variable dependiente principal es el exitus (si/no) y el tiempo
de seguimiento. Las variables independientes son las variables demograficas y factores
prondsticos clinicos conocidos (tamafio del tumor primario inicial, presencia de
metéstasis en el momento del diagnostico, respuesta histoldgica a la quimioterapia
neoadjuvante y cirugia completa de todas las lesiones tumorales), asi como la activacion
de las rutas de sefalizacion de PI3K/Akt/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/B-

catenina y Sonic-Hedgehog.

Para la determinacion de la activacion de las rutas de sefializacion se han realizado los

siguientes pasos:

1. Revision de muestras conservadas en bloques de parafina en el Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital La Fe.

2. Homogeneizacion del diagnostico por el mismo patélogo.

3. Seleccion de cada blogue de parafina de zonas tumorales no necréticas.
Extraccidon de dos cilindros tumorales para la creacion de Tissue Microarrays
(TMAS). La elaboracién de Tlssue Microarrays (TMAS) consiste en la inclusion
en un unico blogque de parafina de multiples fragmentos de tejido, también en
parafina, previamente seleccionados. Ello permite el andlisis inmuno-
histoquimico simultdneo y estandarizado de mdaltiples muestras (Figura 5).
Inclusion de al menos dos “punch” de 0.6mm por cada muestra tumoral
previamente seleccionada. Inclusion de “punches” adicionales como controles

internos de inmunohistoquimica y como marcadores de orientacion.
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Figura 5: Proceso de creacion de Tissue Microarray (TMAS)

Estudio de la activacion de las rutas de sefalizacion intracelular:

Estudio por inmunohistoquimica de la activacion de la cascada PI3K/Akt/mTOR
mediante fosforilacion de la proteina AKT.

Estudio por inmunohistoquimica de la activacion de la cascada
RAS/RAF/MEK/ERK mediante la fosforilacion de la proteina ERK.

Estudio por inmunohistoquimica de la activacion de la cascada de WNT/B-
catenina mediante la expresion de p-catenina.

Estudio por inmunohistoquimica de la activacion de la cascada de Sonic-

Hedgehog mediante la expresion de GLI

Evaluacion de los resultados inmunohistoquimicos con dos anatomopatdlogos
de experiencia en el diagnostico de tumores 6seos valorando la intensidad de
inmunotincion y porcentaje de células tefiidas (HSCORE) (Figura 6),

determinando la media de los dos cilindros tumorales de cada paciente.

HSCORE: ) IS * PS(IS) (0-300)
IS = intensidad de la tincion (0= negativo, 1= débil, 2= intermedio, 3=fuerte)
PS (IS) = % células tumorales tincién (nimero de células tefiidas/nimero total

de células en cada muestra)
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A Proportion Score (PS)

B Intensity Score (IS)

0 = negative 1 = weak 2 = intermed

Figura 6: Evaluacion tincion inmunohistoquimica (HSCORE) en funcién del porcentaje celularidad (A) y
de la intensidad de la tincion (B) [37]

Recogida de datos: Los datos obtenidos de la revision de las historias clinicas y
determinacion de activacion de las rutas de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR,
RAS/RAF/MEK/ERK, WNT/B-catenina y Sonic-Hedgehog se han informatizado
anonimizados en una base de datos creada para tal fin. El analisis de los datos se ha

realizado con el paquete estadistico SPSS 20.0.

Analisis estadistico: Las variables categdricas se describen con el recuento numérico
(porcentaje) de cada categoria. Las variables continuas se describen como media = DE
si la distribucion es normal (p>0.05, prueba de Kolmogorov-Smirnov) o como mediana
y rango intercuartilico (P2s-P7s) si la distribucion no es normal. La estimacion de la
curva de supervivencia se ha realizado mediante el método de Kaplan-Meier y la
comparacion univariante con la activacién de las distintas rutas de sefalizacion
mediante el test Log-Rank y multivariante mediante regresion de Cox. Se acepta como

limite de significacion estadistica una p < 0.05.
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D. RESULTADOS PRELIMINARES.

En el periodo analizado (1985-2011) se diagnosticaron y trataron 77 pacientes < 21 afios
con osteosarcoma de alto grado en el Hospital La Fe. El andlisis exhaustivo de los
factores prondsticos clinicos y supervivencia de los pacientes <21 afios diagnosticados de

osteosarcoma en el Hospital La Fe desde 1985 ha sido recientemente publicado [38] y por tanto
no es analizado en este trabajo de investigacion (Se adjunta publicacion como Anexo 1).

Para el estudio de la activacion de las vias de sefializacion se han creado de momento 3
TMAs (Figura 7) con un total de 66 muestras tumorales correspondientes a los 43

primeros pacientes.

Figura 7: Tissue Microarray (TMA).

En las Tablas 1 y 2 se especifican las caracteristicas de los pacientes y de las muestras tumorales

analizadas hasta el momento, respectivamente.

Variable Casos (%)

Edad 13,7 afios (6,7-21,0)*
Sexo

Hombre 23 (53%)

Mujer 20 (47%)
Estadio

Localizado 39 (91%)

Metastasico 4 (9%)
Localizacion

Fémur 27 (63%)

Tibia 9 (21%)

Otros 7 (16%)
Grado necrosis tumoral 70 % (0-100%)*
Exitus 24 (56%)
Tiempo seguimiento (vivos) | 11,1 afios (2,5-26,4 afos)

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes (n=43). * Mediana (rango).
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Tipo muestra tumoral Numero de muestras
Biopsia tumor primario al diagnostico 20
Cirugia tumor primario postquimioterapia 26
Metéstasis pulmonar 20

Tabla 2: Caracteristicas de las muestras incluidas en los TMAs (n=66)

Tras la revision conjunta con los dos patélogos se ha establecido la media del HSCORE de los
dos cilindros integrados en el TMA por cada muestra tumoral. Como se ha especificado
previamente, el valor maximo del HSCORE de cada muestra es 300 (100% células tumorales
tefiidas, intensidad maxima) y el minimo 0 (0% células tefiidas), Figura 8 y 9.

Figura 9: Tincion GLI HSCORE =300 (100% celularidad tumoral tefiida, intensidad 3
En base a los datos de HSCORE obtenidos se han definido dos puntos de corte:

- Escenario A: Punto de corte HSCORE 40.
= HSCORE > 40: Positivo.
=  HSCORE < 40: Negativo.
- Escenario B: Punto de corte HSCORE 150.

16



= HSCORE > 150: Positivo.
= HSCORE < 150: Negativo.

En el andlisis univariante prelimiar, la activacion de la via de PI3K/Akt/mTOR
(mediante fosforilacion de AKT) asi como la via de WNT/B-catenina (mediante
expresion de B-catenina) en pacientes con osteosarcoma se correlaciona con un peor
pronostico. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la activacion de la via de RAS/RAF/MEK/ERK (mediante fosforilacion de ERK) ni de
Sonic-Hedgehog (mediante expresion de GLI), Figuras 10-13.

En el andlisis multivariante preliminar, Unicamente la activacion de la via de
PI3K/Akt/mTOR (mediante fosforilaciéon de AKT) mantiene significacion estadistica
(p=0.040), no hallandose diferencias estadisticamente significativas respecto a la
activacion del resto de vias de sefializacion intracelular.

1.04 n=43 1,0 n=43
l I
0,84 I . 087 . Vl‘
Ml pAKT () 1
E 0,6+ I ,TE‘ 067 \..‘
g c L PAKT()
2 “ it
O 04 QO 04
. PAKT (+) ond PAKT (+)
00 p=0,009 00+ p =0,032
,DIO SJIJD 1_0!00_ 1 S:UD . ZDI‘DD 25!00 EID?C .DID S,EJD 1D!DD 1 SI‘DD ZDTDU ZS{DD 30?00
Seguimiento (afios) Seguimiento (anos)
pAKT <40 = AKT(-) pAKT <150 = AKT (-)
pAKT > 40 = AKT (+) pAKT > 150 = AKT (+)

Figura 10: Curva supervivencia global en funcién de HSCORE pAKT (n=43).
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Figura 11: Curva supervivencia global en funcién de HSCORE pERK (n=41).
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Figura 12: Curva supervivencia global en funcién de HSCORE B-catenina (n=41).
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Figura 13: Curva supervivencia global en funcién de HSCORE GLI (n=43).

Variable Hazard ratio .  IC95% | p-value
PI3K/Akt/mTOR (pAKT) 2,777 1,048-7,363 0,040
WNT/B-catenina (B-catenina) 2,139 0,769-5,952 0,145
RAS/RAF/MEK/ERK (pERK) 0,472 0,097-2,307 0,354
Sonic-Hedgehog (GLI) 2,229 0,859-5,786 | 0,100

Tabla 3: Andlisis multivariante de la activacion de las vias de sefializacion (Punto de corte: HSCORE 40).

Actualmente estamos completando la creacion del 4° y 5° TMA con el resto de muestras

tumorales para poder completar el total de muestras a analizar y realizar un analisis
definitivo.

E. DISCUSION PRELIMINAR.

El trabajo presentado supone el primer estudio en nifios y adolescentes con
osteosarcoma de valoracion prondstica de diversas rutas de sefializacion previamente
descritas en el cancer. Aungue los resultados previamente mostrados son Unicamente
preliminares, unicamente la via de PIBK/AKT/MTOR presenta una clara correlacién
prondstica; los pacientes con tumores con activacion de esta via valorada por medio de
la fosforilacion de Akt presentan peor pronostico. En caso de confirmacion de estos
resultados con el resto de muestras se realizara en un segundo tiempo la secuenciacion
de los principales genes de esta ruta de sefializacion para identificar la alteracion
principal que produce esta activacién andmala (PI3K, PTEN, Akt,) ya que en la
actualidad existen diversos farmacos inhibidores de esta via en desarrollo a nivel de
PI3K, Akt y mTORC1/mTORC2 con potencial aplicacion terapéutica en este grupo de
pacientes.
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