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Resumen

Introduccidn: Los sarcomas constituyen un grupo poco frecuente y heterogéneo
de tumores que comprenden > 70 entidades distintas, con distintas historias
naturales y respuesta a tratamientos. Estas caracteristicas junto con su
ubicuidad en localizacién y edad, hacen que su diagndstico sea complejo y sea
recomendable su manejo en centros con experiencia. Pero incluso en manos de
patélogos y clinicos expertos, una proporcibn de pacientes no consiguen
clasificarse de manera adecuada y en otros casos, pacientes con buen estado
general agotan los escasos farmacos disponibles o incluso, carecen de ellos.
Hipotesis: El uso de plataformas de NGS puede, por un lado, contribuir a
mejorar el diagndstico patolégico de los sarcomas vy, por otro lado, a encontrar
alteraciones moleculares accionables. Tanto la mejora del diagnéstico como el
uso de tratamientos guiados por dichas alteraciones, puede mejorar el pronéstico
de estos pacientes. Material y métodos: Se evaluaron retrospectivamente los
datos clinicos, patolégicos y moleculares de 358 pacientes con sarcoma,
excluido GIST, que se hubieran realizado un estudio de NGS con intencion
diagnéstica (Archer) o como herramienta de basqueda de dianas terapéuticas-
prescreening (Amplicon/panel VHIO 300). Resultados: 257 pacientes se
realizaron un estudio con intencién diagnostica 'y en 25 (9.7%) supuso un cambio
con respecto al diagnéstico inicial: en 6 (24%) este cambio no tuvo ningun
impacto en el tratamiento recibido, en 10 (40%) supuso un cambio en el
tratamiento sistémico recomendado y en 9 (36%) implic6 un cambio en la
estrategia global de tratamiento. 133 pacientes se realizaron NGS de
prescreening y en 88 (66%) se objetivd una o varias alteraciones moleculare
patolégicas: 43 (32%) del total testados se consideraron accionables,
Gnicamente 7 (5.2%) recibieron tratamiento dirigido y sélo 3 (2.2%) obtuvieron
beneficio clinico del mismo. Conclusiones: El uso de NGS por patélogos
expertos, contribuye a mejorar el diagndéstico en casos seleccionados y ello tiene
consecuencias sobre el tratamiento recibido. A pesar de encontrar un elevado
namero de alteraciones patoldgicas accionables, sélo una pequefia proporcion
de pacientes recibe tratamiento dirigido por las mismas y un nimero aun menor

obtiene beneficio clinico de dicho tratamiento.
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Abstract

Introduction: Sarcomas constitute a rare and heterogeneous group of malignant
tumors of mesodermal origin and comprising > 70 different entities, with different
natural histories and response to treatments. These characteristics, together with
their ubiquity in location and age, make their clinical, radiological and pathological
diagnosis complex and thus, their management in experienced centers is
recommended. But even in the hands of expert pathologists and clinicians, a
proportion of patients fail to be adequately classified and in other cases, patients
with good general condition exhaust the scarce drugs available or even lack
them. Hypothesis: The use of NGS platforms can contribute, on the one hand,
to improve the pathological diagnosis of sarcomas and, on the other hand, to find
actionable molecular alterations. Both improved diagnosis and the use of
treatments guided by these alterations may improve the prognosis of these
patients. Material and methods: We retrospectively evaluated the clinical,
pathological and molecular data of 358 patients with sarcoma, excluding GIST,
who had undergone an NGS study with diagnostic intent (Archer) or as a tool to
search for therapeutic targets-prescreening (Amplicon/VHIO 300 panel).
Results: 257 patients underwent a study with diagnostic intent and in 25 (9.7%)
it involved a change with respect to the initial diagnosis: in 6 (24%) this change
had no impact on the treatment received, in 10 (40%) it involved a change in the
recommended systemic treatment and in 9 (36%) it involved a change in the
overall treatment strategy. 133 patients underwent prescreening NGS and in 88
(66%) one or more molecular alterations considered pathological were detected:
43 (32%) of the total tested were considered actionable, only 7 (5.2%) received
targeted therapy and only 3 (2.2%) obtained clinical benefit from it. Conclusions:
The use of NGS by expert pathologists, contributes to improve diagnosis in
selected cases and this has consequences on the treatment received. Despite
finding a high number of actionable pathologic alterations, only a small proportion
of patients received targeted treatment for them and an even smaller number

obtained clinical benefit from such treatment.
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Introduccion

1.1. Predmbulo

Los sarcomas constituyen un grupo poco frecuente y heterogéneo de
tumores malignos originados de las células embrionarias de origen
mesodérmico. Constituyen alrededor del 1% de los tumores malignos en el

adulto y cerca de un 15-20% de los de la infancia y adolescencia?.

La capacidad de estas células de diferenciarse a tejido adiposo, muscular,
fibroso, cartilaginoso y 6seo ha hecho que estas entidades se agrupen
basicamente en dos localizaciones tumorales: el tejido blando (80-85%) y el
hueso (10-15%). Pero los distintos subtipos histologicos que conforman los

sarcomas también pueden hallarse en los diversos aparatos o visceras.

El hecho de ser tumores heterogéneos, ubicuos y poco frecuentes, hace
fundamental la protocolizacidon de su diagndstico y tratamiento, siendo éste

multidisciplinar y de preferencia en centros con elevado niumero de pacientes.

1.2. Epidemiologia de los sarcomas de partes blandas

Los Registros Poblacionales de Cancer (RPC) analizan y describen la
epidemiologia en todas las localizaciones tumorales. En Espafia, la mayoria de
estos registros se nutren de la informacion proporcionada por los servicios de
patologia y los centros hospitalarios de cada area, asi como de los registros de

mortalidad de cada comunidad.

La International Classification of Diseases in Oncology (ICD-O),

establecida en 19762, define el sistema de codificacién, que se basa en un cédigo
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para cada localizacién y sublocalizacion tumoral derivado de la décima version
de la International Classification of Diseases (ICD-10) y un cdodigo de cinco
digitos para cada histologia mediante la terminologia Systematized Nomen-
clature of Medicine (SNOMED) creado por el College of American Pathologists
en 1977.

La universalidad de localizaciones dentro del cuerpo humano y el elevado
numero de diferentes histologias (>100 en las Ultimas clasificaciones)?, han
dificultado el analisis de la epidemiologia de los sarcomas.

Los datos epidemioldgicos sobre sarcomas en Europa fueron publicados
por primera vez en el European Journal of Cancer®. La incidencia cruda de
sarcomas en Europa es de 5,6 casos por 100.000 habitantes/ afio, estimandose
un total de 27.908 casos anuales, de los cuales un 84% son de partes blandas y
15% sarcomas 0seos. La mayoria de los datos con los que contamos para
Espafia son extrapolados de otros paises o de registros regionales. Desde el
Grupo Espaiiol de Investigacion en Sarcomas (GEIS) se ha puesto en marcha
un registro nacional de caracter voluntario (GEIS 78), con lo que se espera tener

los primeros datos propios en 2024.

Los sarcomas pueden aparecer a cualquier edad, sin embargo, en el caso
de los sarcomas de partes blandas la incidencia se incrementa con la edad en
todas las localizaciones (Figura 1). Tienen una edad mediana de aparicion de 62
afnos, mientras que los sarcomas 6seos tienen su mayor pico en <20 afios, con

una edad mediana de 40 arios?.

Segun los datos del SEER, aunque la incidencia es discretamente mayor
en hombres que en mujeres, estas diferencias no son llamativas. Estos
resultados epidemiolégicos son superponibles con los obtenidos en una serie

francesa que ademas contaba con la revision central del diagnostico.®
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Figura 1. Distribucion por edad en casos incidentes, 2000-2020. Fuente: National Cancer Institute, SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results program) Cancer Statistics Review, 1975-2020

En cuanto a la localizacion, los sarcomas también son tremendamente
ubicuos. Las extremidades constituyen la localizacion primaria mas frecuente, en

especial las inferiores.®

1.3. Etiologia

La mayoria de los sarcomas son tumores esporadicos y no existe ningun
elemento etiolégico identificable. Unicamente en una pequefia proporcion de

pacientes pueden encontrarse uno o varios factores predisponentes.

1.3.1. Sindromes de predisposicidén genética

En general, los tumores asociados aparecen con una prevalencia mayor
y una edad mas temprana que en la poblacién normal. Aunque existen multiples
sindromes asociados a tumores mesenquimales agresivos (Tabla 1)7, los mas
frecuentes son la neurofibromatosis tipo I, el sindrome de Li-Fraumeni y la

poliposis col6nica familiar.
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AutosOmica
dominante
AutosOmica
dominante
AutosOmica
dominante
Autosdmica
dominante
AutosOmica
dominante
Autosdmica
recesiva
Autosdmica
recesiva
Autosdémica
recesiva

No claro

Autosdmica
dominante
Autosémica
dominante
Autosémica
dominante

Hueso y partes
blandas

MPNST,
rabdomiosarcoma,
GIST

GIST

GIST
rabdomiosarcoma
rabdomiosarcoma
rabdomiosarcoma
rabdomiosarcoma
rabdomiosarcoma
rabdomiosarcoma
Osteosarcoma
Osteosarcoma
Osteosarcoma

Osteosarcoma

Osteosarcoma
Osteosarcoma

Condrosarcoma
Leiomiosarcoma

uterino

Angiosarcoma

Li-Fraumeni

Neurofibromatosis tipo |
Sindrome de predisposicion
GIST

Carney Stratakis

Basal cell nevus
Beckwith-Wiedermann
Nijmegen breakage

DICER1

Mosaic variegated aneuploidy
syndrome 1

Costello

Retinoblastoma

Rothmund Thomson &
RAPADILINO

Bloom

Werner

Paget 6seo
McCune Albright

Exostosis multiple hereditaria
Leiomiomatosis hereditaria y
carcinoma de células renales
Glioma familiar, melanomay
cancer colorectal.

Tabla 1. Sindromes hereditarios asociados a sarcomas (lista no exhaustiva). MPNST: Tumor maligno de la

vaina del nervio periférico.

La neurofibromatosis tipo | o Enfermedad de von Recklinghausen es uno

de los sindromes hereditarios mas frecuentes, con una prevalencia entre 1/2.000

y 1/5.000 y se produce por una mutacion que provoca pérdida de funcién del

gen. Esta alteracion genética se hereda de manera autosémica dominante,

aunque el 30- 50% de los pacientes representa casos esporadicos. Estos
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pacientes tienen multiples neurofiboromas, algunos de los cuales (neurofibromas
plexiformes) pueden malignizar en forma de tumor maligno de vaina del nervio

periférico.®

El sindrome de Li-Fraumeni es una enfermedad hereditaria de alta
penetrancia, causada por una mutacion germinal en el gen supresor tumoral
p53°. Estos pacientes tienen una probabilidad del 80% de desarrollar un tumor

maligno antes de los 45 afios y un 25% seran sarcomas.

La pérdida de ambas copias del gen supresor tumoral RB1 ocasiona una
pérdida del control del ciclo celular, lo que conlleva una probabilidad del 80-90%
de presentar retinoblastomas y son proclives a desarrollar otros tumores
primarios extraoculares como osteosarcomas y sarcomas de partes blandas
(leiomiosarcoma, fibrosarcoma, sarcoma pleomodrfico indiferenciado,

rabdomiosarcoma y liposarcoma?®,

La poliposis coldnica familiar se asocia a la mutacion germinal del gen
APC, que afecta la sefializacion de la betacatenina. El 10-15% de estos
pacientes desarrolla tumores desmoides, frecuentemente asociados a
traumatismos o cirugias. El riesgo de padecerlos es unas 800 veces mayor que
en la poblacion general y tiene relacion con el perfil mutacional (figura 2)*..

Tumores desmoides
(1445-2011)
HCEPR (311-1465)
Adenomas duodenales (564-1433)
Hepatoblastoma (141-1751)

Tumores de tiroides (140-1309)

MMTTTrTrrT T T T T T TT T T T T T T T T T I T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T ITT]
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Numero de codén

B raF atenuada (1-157; 213-412; 1595-2843)
B r2F (157-1595)
B eaF dasica (1250-1464)

Figura 2. Correlacion genotipo-fenotipo en poliposis colonica familiar. Se representan las manifestaciones

extracolonicas. HCEPR: hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina!l.
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1.3.2. Radioterapia

Afortunadamente, la incidencia de sarcoma radioinducido en pacientes
previamente irradiados por otro tumor es baja (0.01%)%?. Los subtipos de
sarcoma mas frecuentemente asociados a la radioterapia son el sarcoma
pleomorfico indiferenciado y el angiosarcoma. Suelen ser sarcomas de alto

grado, mas agresivos y aparecen tras un periodo de latencia habitual >10 afios.

1.3.3. Carcin6genos quimicos

La relacion méas clara existente tras la exposicion a determinados
compuestos quimicos, es la descrita entre angiosarcoma hepatico y thorotrast*?,

cloruro de vinilo y el arsénico.

1.3.4. Inflamacion crénicay linfedema

El sindrome de Stewart-Treves fue descrito originalmente como la
asociacion entre linfedema crénico tras reseccion ganglionar en pacientes con
cancer de mama y la aparicion de angiosarcoma'#. Posteriormente, se ha
asociado a linfedema de distintos origenes (congénito, postquirdargico, post
irradiacion, trauma o quemaduras). Tipicamente el periodo de latencia es
prolongado (8-24 afos), y aunque la incidencia es muy baja (<1%), su curso

clinico suele ser muy agresivo.

1.3.5. Infecciones

Existe una relacion causal entre infeccion por el virus de Epstein-Barr
(VEB) y leiomiosarcoma en pacientes severamente inmunocomprometidos. La
mayor parte de estos leiomiosarcomas tienen lugar durante la adolescencia-

juventud y en localizaciones atipicas.*®
El HHV-8 es un virus humano de transmision sexual, fuertemente

relacionado con un aumento de riesgo de sarcoma de Kaposi tanto en individuos

VIH positivos como inmunosuprimidos por otras causas.®
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1.4. Diagnaostico

1.4.1. Presentacién clinica

Los sintomas y signos clinicos de inicio son inespecificos, varian
dependiendo de la localizacion anatémica en la que se encuentren, y

generalmente son consecuencia de la compresion de estructuras vecinas.

La forma de presentacibn mas habitual es la aparicion de un bulto o
tumoracién con frecuencia indolora, y que puede crecer mas 0O menos
rapidamente. Es mucho menos frecuente la aparicibn de sintomas
constitucionales como fiebre o pérdida de peso. En el caso de los sarcomas de
retroperitoneo, el diagndstico puede ser incidental durante la realizacion de una

prueba de imagen por otro motivo.

El hecho de que los tumores mesenquimales benignos sean mucho mas
prevalentes, la ubicuidad de la localizacién y edad, asi como la inespecificidad
de la clinica, puede dificultar la sospecha clinica y retrasar de manera importante
el diagnostico. De ahi la importancia de conocer y difundir los signos de alerta

entre los profesionales y la poblacién (tabla 2)*’

* En extremidades o pared superficial de tronco masas:

— Mayoresde 4 cm o
— De rapido crecimiento o
— Ancladas en profundidad
* Enretroperitoneo cualquier masa extravisceral no conocida previamente.
* Sarcomas 0seos:
- Dolor 6seo localizado persistente, asimétrico de intensidad creciente,
que despierta por la noche
- Dolor de espalda o cojera no justificada de >4 semanas

Tabla 2. Sintomas y signos de alerta para atencion primaria/urgencias para la sospecha de sarcomas de

partes blandas y 6seos.

1.4.2. Historia natural

Como historia natural de la enfermedad cabe destacar que la mayoria de

los sarcomas suelen metastatizar via hematégena, siendo el pulmén la
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localizacién principal (70-80%).'8 La diseminacion via linfatica es infrecuente
salvo para algunas histologias: sarcoma epitelioide, sarcoma de células claras y

sarcomas vasculares?®,

En los pacientes con enfermedad localizada, la posibilidad de desarrollar
metastasis a distancia aumenta en funcién del grado y del tamafio tumoral®y es
mas frecuente en algunos subtipos. Asi, en torno a un 10% de los sarcomas de
partes blandas se presenta inicialmente al diagnéstico con metéstasis y cerca de
un 25% de los pacientes con enfermedad localizada recaeran a distancia tras un
correcto manejo del tumor primario?°. Esta probabilidad puede superar el 50%
en tumores >5 cm, profundos y de grado alto. Cabe destacar la peculiar evolucién
de los liposarcomas retroperitoneales (especialmente los bien diferenciados),

con una alta tendencia a la recurrencia loco-regional y rara vez a distancia.

La diseminacion a sistema nervioso central es muy poco frecuente, salvo
en algunos subtipos histolégicos como sarcoma alveolar de partes blandas,

sarcoma de células claras y el angiosarcoma.

Por otro lado, los sarcomas 6seos (sarcoma de Ewing y osteosarcoma los
mas prevalentes), se consideran enfermedades sistémicas desde el inicio, ya
que, aunque solo el 25% tiene metéastasis evidentes al diagndstico, entre el 80-
90% de los pacientes con enfermedad aparentemente localizada acababan

falleciendo cuando sélo se aplicaba tratamiento local??.

Por lo tanto, conocer esta historia natural, es fundamental a la hora de la

evaluacion diagndstica, el calculo de riesgo y la planificacién del tratamiento.

1.4.3. Evaluacion diagndstica clinico-radioldgica

Para la evaluacion del tumor primario:

Historia clinica completa: inicio de la clinica, sintomas, velocidad de crecimiento.

Exploracion fisica: definir las areas de afectacion, el estado de la piel

suprayacente, invasion 6sea, vascular o nerviosa y el estado de los ganglios
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linfaticos, asi como una valoracion del estado general del paciente (indice de
Karnofsky?? o ECOG). Tabla 3.

IK100% Normal, sin quejas, sin evidencia de enfermedad

IK 90% Capaz de realizar una actividad normal, signos o sintomas menores de enfermedad

IK 80% Actividad normal con esfuerzo, algunos signos o sintomas de enfermedad

IK 70% Se ocupa de si mismo, incapaz de llevar una actividad normal o realizar un trabajo
activo

IK 60% Requiere asistencia ocasional, pero es capaz de atender la mayoria de sus necesidades

IK 50% Requiere asistencia considerable y cuidados médicos frecuentes

IK 40% Incapacitado, requiere cuidados y asistencia especial

IK 30% Severamente incapacitado, la hospitalizacion esta indicada aungue la muerte no es
inminente

IK 20% Es necesaria la hospitalizacion, muy enfermo, tratamiento activo de soporte necesario

IK 10% Moribundo, proceso fatal progresando réapidamente

IK 0% Muerte

Tabla 3. Escala de Karnofsky, introducida en 1948, fue una de las primeras escalas introducidas para la

valoracion del estado funcional en la practica clinica.

Radiografias simples, proporcionan informacién sobre la calcificacion de la lesion

(lo que puede contribuir al diagnéstico) y afectacion/fractura 0sea.

TAC local para valoracién de destruccion cortical 6sea y los ganglios regionales.
Suele ser la técnica mas empleada en el caso de tumoraciones retroperitoneales

y abdominales en general.

RM local es la técnica de valoracion local por excelencia, en especial en
determinadas localizaciones como extremidades, cabeza y cuello, parameninge
y pelvis. Es superior al TAC para determinar la relacion con los tejidos blandos
colindantes (fascias, vasos, nervios, etc.)?3. Es especialmente Util para planificar

tanto la biopsia como la cirugia posterior.

En cuanto al estudio de extension:

TAC toracico: dado que el pulmén es la diana predilecta.
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TAC abdominopélvico. En el caso de tumores retroperitoneales, leiomiosarcoma,

sarcoma epitelioide y angiosarcoma para descartar metastasis hepéticas o
ganglionares y en el caso de liposarcoma mixoide de las extremidades por su
mayor propension a metastatizar extrapulmonarmente, en tejidos blandos de la

cavidad abdominal, retroperitoneo y espacio paravertebral.?

Gammagrafia ésea. No suele formar parte del estudio inicial de los sarcomas de

partes blandas, pero si es relevante en la estadificacion de los sarcomas 6seos.

PET/TAC con FDG (Fluorodeoxiglucosa). Tampoco suele formar parte de la

evaluacion inicial en los sarcomas de partes blandas en ausencia de sintomas
(salvo Ewing y rabdomiosarcoma).?®> Parece ser menos sensible que el TAC para
detectar metastasis pulmonares, aunque si puede revelar algunas
extrapulmonares que pasarian desapercibidas para éste?® y es mas sensible y

especifico para las metastasis 6seas que la gammagrafia. 2’

TAC/RMN cerebral: Se indica en sarcoma alveolar de partes blandas, sarcoma

de células claras y el angiosarcoma por su mayor probabilidad de diseminacion

a dicho nivel.

RM-corporal completa o RM de columna: En liposarcoma mixoide por su

caracteristica diseminacion paravertebral.

1.4.4. Biopsia

Suele ser el udltimo paso en la evaluacion local, habiendo de ser
cuidadosamente planificada basandose en las pruebas de imagen anteriormente
citadas, para garantizar la obtencién de suficiente y adecuado material para el

diagnéstico sin comprometer el tratamiento quirdrgico posterior.28

Existen diferentes modalidades de biopsia:

Biopsia cerrada o core-biopsia (tru-cut) mediante una aguja que permite extraer

3-10 pequefios cilindros de tejido (>17G), con control de ecografia o TAC. Es la
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técnica de eleccion dada su fiabilidad, facilidad y rapidez de obtenciéon.?® Permite

el diagnéstico de subtipo y grado en mas del 80%%°.

Biopsia incisional abierta. Consiste en una pequefia intervencion quirdrgica

permitiendo obtener mayor cantidad de material. Se reserva para el caso en que

el resultado de la core-biopsia sea repetidamente no concluyente.

Biopsia excisional (excepcional). Reservada para tumores <3cm.

Puncion aspiracion con aguja fina (PAAF). Es rapida y minimamente invasiva,

pero no suele ser Util para determinar el grado y tipo histolégico que permita
enfocar el tratamiento.3! Se reserva para la confirmacion de metéstasis o recidiva

de un sarcoma conocido, pero no para el diagndstico inicial.

1.5. Anatomia patoldgica

El diagnéstico anatomopatologico de los sarcomas se basa
principalmente en la morfologia y en la inmunohistoquimica. Las técnicas de
biologia molecular (tradicionalmente FISH o RT-PCR para la deteccion de
translocaciones, fusiones génicas o mutaciones en genes claves) pueden servir
de apoyo al patdlogo en casos dudosos como variantes morfolégicas poco
habituales de un subtipo de sarcoma; sarcoma con aspecto morfolégico habitual,
pero en una edad y/o localizacibn andémala o sarcomas indiferenciados/no

clasificables.

El informe anatomopatolégico de una biopsia diagnostica debe contener:
el tipo histolégico, el grado histolégico y el resultado de las pruebas

complementarias que se han llevado a cabo.

1.5.1. Tipo histoldgico

La determinacion del tipo histologico debe realizarse de acuerdo a la
clasificacion de sarcomas publicada por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) en 2020%. En ella los sarcomas se clasifican de acuerdo con el presunto
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tejido de origen, existiendo ademas distintas variantes dentro de cada subtipo
(ej. células adipociticas-liposarcoma: liposarcoma bien diferenciado,
liposarcoma desdiferenciado, etc). En algunos casos la histogénesis es incierta
y la nomenclatura refleja la apariencia morfologica de las células o el patrén

arquitectonico (ej. sarcoma alveolar de partes blandas).

1.5.2. Grado

Aunque existen multiples sistemas para determinar el grado, el sistema
mas empleado es el de la FNCLCC (Fédération Nationale des Centres de Lutte

Contre le Cancer %? (Tabla 4).

La determinacién del grado histologico es relevante dado su impacto en
el pronostico®3. Aungue no es aplicable a todos los subtipos de sarcomas de
partes blandas y no se recomienda su uso en angiosarcoma, condrosarcoma
extraesquelético mixoide, sarcoma alveolar de partes blandas, sarcoma de

células claras y sarcoma epitelioide.

Diferenciacién Tumoral

1 punto Gran parecido al tejido mesenquimal normal

2 puntos Subtipo histolégico identificable

3 puntos Sarcomas indiferenciados, embrionarios,
subtipo dudoso, sarcomas sinoviales,

osteosarcomas, PNET

Mitosis
1 punto 0-9 mitosis / 10 CGH
2 puntos 10-19 mitosis / 10 CGH
3 puntos = 20 mitosis / 10 CGH
Necrosis tumoral
0 puntos No necrosis
1 punto <50% necrosis
2 puntos = 50% necrosis
Grado Histolégico Puntuacion total
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Grado 1 2,3
Grado 2 4,5
Grado 3 6,7,8

Tabla 4. Grado histologico por el sistema FNCLCC

1.5.3. Resultados de técnicas complementarias

1.5.3.1 Inmunohistoquimica.

Generalmente se inicia con un panel limitado, que se va expandiendo de

manera escalonada en funcién de la sospecha diagnostica basada en los

resultados iniciales.

Vimentina Casi todos los sarcomas y algunos carcinomas
Queratinas Casi todos los carcinomas y algunos sarcomas (sarcoma epithelial, sarcoma sinovial)
Desmina Rabdomiosarcoma, leiomiosarcoma.

Neurofilamentos

Tumor primitivo neuroectodermico, neuroblastoma

Antigeno leucotario
comun

Linfoma

Proteina S-100

Schwanoma, melanoma, sarcoma de células claras, condrosarcoma, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, liposarcoma.

Miogenina

Rabdomiosarcoma

Antigeno rel Factor
VIII

Angiosarcoma, sarcoma Kaposi

Actina Leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma

EMA Carcinomas, sarcoma sinovial, meningioma

Leu 7 Schawanoma maligno, leiomiosarcoma, sarcoma sinovial, rabdomiosarcoma

MDM2 Liposarcoma bien diferenciado y disdeferenciado, sarcoma intimal, osteosarcoma
bajo grado

SATB2 Células con diferenciacion osteoblastica

MyoD1 Rabdomiosarcoma

Tabla 5. Tinciones de inmunohistoquimica utilizadas frecuentemente en el diagnoéstico de sarcoma (lista

no exhaustiva)
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1.5.3.2 Técnicas moleculares.

Las técnicas de biologia molecular, pueden servir de apoyo al diagnéstico
y Su uso Yy resultados han de quedar reflejados en el informe patoldgico. Para
entender su utilidad y las técnicas mas adecuadas a emplear en cada caso, es
necesario saber que, desde el punto de vista genético, los sarcomas se pueden

clasificar en dos grandes categorias:

Sarcomas citogenéticamente simples

La mayor parte de sus alteraciones genéticas son translocaciones
cromosomicas. Estos tumores, que constituyen una tercera parte de todos los
sarcomas, aparecen de novo y sus anomalias genéticas son recurrentes y estan
presentes desde el inicio y conservadas durante todo el proceso de evolucion
clonal®*. Las proteinas quiméricas resultantes de las translocaciones juegan un

papel esencial en la biologia de estos tumores.

En la Tabla 6 se resumen los subtipos de sarcomas con sus
translocaciones cromosOmicas mas representativas, aunque el listado no es
completo ya que a medida que se ha ampliado el uso de técnicas moleculares,
se han ido identificando diferentes alteraciones recurrentes que han dado pie a
nuevas entidades. Tal es el caso de los tumores anteriormente conocidos como
Ewing-like, entre los que ahora se pueden distinguir diferentes entidades como
los sarcomas de células redondas con fusion EWSR1 sin ETS (NFATC2,
PATZ1)%, sarcomas con reordenamiento de CIC3® o los sarcomas con alteracion
genética BCOR.

Translocacion ‘ Genes Tipo de gen de fusion
Sarcoma de Ewing

t(11;22)(g24;912) EWSR1-FLI1 Factor de transcripcion
t(21;22)(g22;912) EWSR1-ERG Factor de transcripcion
t(7;22)(p22;q12) EWSR1-ETV1 Factor de transcripcion
t(17;22)(g21;912) EWSR1-ETV4 Factor de transcripcion
t(2;22)(g33;q912) EWSR1-FEV Factor de transcripcion
Sarcoma de células claras

t(12;22)(q13;912) | EWSR1-ATF1 Factor de transcripcion
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Tumor desmoplasico de células redondas del abdomen

£(11:22)(p13:q12) |Ewsr1-wT1 | Factor de transcripcion
Condrosarcoma mixoide extraesquelético
t(9;22)(g22-31;q11-12) | EWSR1-NR4A3 | Factor de transcripcion
Liposarcoma mixoide
t(12;16)(q13;pl1) FUS-DDIT3 Factor de transcripcion
t(12;22)(q13;912) EWSR1-DDIT3 Factor de transcripcion
Rabdomiosarcoma alveolar
t(2;13)(g35;914) PAX3-FOXO1A Factor de transcripcion
t(1;13)(p36;q14) PAX7-FOXO1A Factor de transcripcion
Sarcoma sinovial
t(X;18)(p11;q11) | SYT-SSX | Factor de transcripcion
Dermatofibrosarcoma protuberans
t(17;22)(q22;913) | COL1A1-PDGFB | Factor de crecimiento
Fibrosarcoma congenito
£(12:15)(p13:925) | ETV6-NTRK3 | Factor de transcripcion
Tumor miofibroblastico inflamatorio

TMP3-ALK; Factor de crecimiento
2p23 rearrangements

TMP4-ALK
Sarcoma alveolar de partes blandas
t(X;17)(p11.2;925) |ASPL—TFE3 Factor de transcripcion
Sarcoma del estroma endometrial
t(10;17)(q22;p13) YWHAE-FAM22A/B Factor de transcripcion
t(7;17)(p15;921) JAZF1-JJAZ1 Factor de transcripcion
Tumor fibroso solitario
12913 | NAB2-5TAT6 | Factor de transcripcion

Tabla 6. Sarcomas con cariotipo simple y translocaciones mas representativas (listado no exhaustivo).

Sarcomas citogéticamente complejos

Los sarcomas con cariotipos citogenéticamente complejos, tienden a
detectarse en pacientes con una edad mas avanzada, son frecuentes entre los
sarcomas asociados a radioterapia, no suelen presentar eventos genéticos
recurrentes, tienen una alta prevalencia de afectacién del ciclo celular (vias de
p53 y/o RB1) y son los que se asocian con sindromes de predisposicion

hereditaria como Li-Fraumeni y retinoblastoma hereditario®’.

Por lo general, se observan amplificaciones inespecificas en varios
cromosomas junto con deleciones que afectan a genes supresores tumorales
como CDKN2A, CDKN2B, PTEN, RB1, NF1 y muy especialmente P53. Un
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ejemplo seria el liposarcoma desdiferenciado, donde la amplificacion
caracteristica de MDM2, implica una pérdida de funcién de p533 o las

delecciones en leiomiosarcoma.3®

Para la deteccion de las alteraciones mencionadas, se dispone de
diferentes técnicas moleculares: FISH (Hibridacion fluorescente in situ), PCR
(Reaccién en cadena de la polimerasa) y diversos paneles NGS (Secuenciacion
de nueva generacion). Aunque para algunas fusiones (NAB2-STAT6) o
amplificaciones (MDM2) se han desarrollado tinciones de inmunohistoquimica,

que tienen la ventaja de ser mucho mas econdémicas y rapidas. En la tabla 7 se

presentan las principales ventajas e inconvenientes de las mismas.

Método

Inmunohistoquimica
(IHC)

Hibridacién
fluorescente in situ
(FISH)

Reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR)

Secuenciacion de
nueva generacion
(NGS)

Rentable (barato)

Ampliamente disponible en la mayoria de los laboratorios
(pruebas descentralizadas)®

Cadigos de reembolso establecidos

Plazo de entrega ~3 dias®

La ubicacion del objetivo dentro de la celda es visible

Alta sensibilidad y especificidad

Se pueden utilizar varios fluoréforos a la vez para detectar
varios objetivos en una muestra’

Alta sensibilidad y especificidad

Los ensayos de transcriptasa inversa (RT)-PCR detectan
fusiones expresadas a nivel de ARN 3

Bajo coste !

Puede detectar nuevos socios de fusidn

Capacidad para interrogar simultaneamente a miltiples
objetivos procesables

La relevancia de la NGS aumenta a medida que crece el
nimero de objetivos procesables

Alto potencial de sensibilidad y especificidad

Interrogacion de un biomarcador a la vez

(es decir, una IHC pan-TRK de una sola muestra frente a un
panel multiplex)

Posibles falsos positivos (no muy especificos) . Deteccion de la
expresion de proteinas de tipo salvaje, especialmente en
tumores con diferenciacion neural y miogénica.

Falsos negativos <10

Requiere microscopia de fluorescencia
La secuencia objetivo debe ser conocida

Las secuencias diana deben ser conocidas (es decir, no se
pueden detectar nuevas parejas de fusion)

El plazo medio de entrega es de 6-21 dias

Técnicamente complejo (alto coste de puesta en marcha)
Requiere infraestructura especializada

Modelo de pruebas muy centralizado

(academia y laboratorios de referencia)

Reembolso muy restringido

No todos los paneles NGS incluyen todos los socios de fusién

Tabla 7. Relacion de las diferentes técnicas de diagnostico patologicas y moleculares con sus principales

ventajas e inconvenientes.

La baja incidencia y la gran heterogeneidad de los sarcomas, ademas del

hecho de que en muchas ocasiones existe un solapamiento en cuanto al aspecto

histologico entre diferentes tumores, hacen que su diagnostico sea bastante

complejo y requiera de patélogos expertos para su correcta identificacion.
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Para ilustrar esta dificultad, un estudio del grupo franceés, confirmado con
experiencias posteriores en otros paises, indicaba que habia cerca de un 40%
de discordancias entre el diagndstico dado por un patdlogo no experto y un
patélogo experto en sarcomas*®4l, Aunque la mayor parte de esas discordancias
se consideraban menores en su momento (grado o subtipo histolégico), a
medida que los tratamientos han ido evolucionando y distintos histotipos pueden
recibir tratamientos mas especificos con impacto en resultados clinicos, estas

discordancias cobran mas importancia.

En Espafia, se esta llevando a cabo el proyecto IMPERAS*?, que ademas
de promocionar la creacién de un registro nacional de sarcomas, pretende
establecer una red nacional de patdlogos para mejorar y acelerar el diagnostico
de estos tumores, ya que un correcto diagndstico desde el inicio podria mejorar

la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.

1.6. Estadiaje

El sistema de estadiaje mas recientemente implementado es la 82 edicién
de la Union for International Cancer Control (UICC)*®y por el American Joint
Committee on Cancer (AJCC). Este sistema utiliza el tamafio tumoral (T), la
afectacion ganglionar (N), la presencia o ausencia de metastasis (M) y el grado

histolgico (G) para determinar el estadio (Tabla 8).
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Extremidades y tronco superficial

T1 Numor 5 cm o0 menos en su mayor dimension

r2 Fumor >S5 pero no mas de 10 cm en su mayor dimension
T3 Fumor >10 pero no mas de 15 ecm en su mayor dimension
T4 Numor >15 cm_en su mayor dimension

Retroperitoneo

Ti T'umor 5 ¢cm 0 menos en su mayor dimension

2 lF'umor >5 pero no mas de 10 cm en su mayor dimension

T3 Tumor >10 pero no mds de 15 cm en su mayor dimension

T4 Tumor >15 cm _en su mayor dimension

Cabeza v cuello

Tl Tumor 2 ¢m o0 menos en su mayor dimension
T2 Tumor >2 pero no mas de 4 cm en su mayor dimension
T3 Tumor >4 cm en su mayor dimension
Tumor invade la 6rbita, base de craneo o dura, compartimento visceral central macizo
T4a facial o musculos pterigoideos
Tumor invade ¢l parénquima cerebral, engloba la areria carétida, invade los musculos
T4b prevertebrales o invade ¢l sistema nervioso central por diseminacion perincural
Térax y
abdomen
Tl T'umor confinado a un solo érgano
T2a F'umor invade serosa o peritoneo visceral
T2b Tumor con invasion microscopica mas alla de la serosa
T3 T'umor invade otro 6rgano o tiene invasion macroscopica mds alla de la serosa
Tda Fumor multifocal con no mas de 2 focos en un érgano
T4b Tumor multifocal con més de 2 pero no més de S focos
Tdc T'umor multifocal con mds de S focos
M- Ganglios
NX No se puede evaluar afectacion ganglionar
1] MNo metdsiasis ganglonares
M1 Metastasis ganglionares presenies

M-metistasis a

distancia
MO Auscntes
M1 Presentcs
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Estadiage para
extremidades y
refroperilonen

1B

1A

1B
1B
IV

Gl GX Low
Il N0 MO Cirade

Gl GX Low
2, T3, T4 NO MO Girade

G2, 63 Migh
Il N0 MO Carade

G2, G3 High
12 MNO MO Girade

(2, G3 High
3. T4 N MO Cirade
Any 1 MNla MO Any G
Any 1 Any M Al Any G

MNota: Mo hay estadiaje para cabeza y cuello y térax-abdomen visceral.

Tabla 8. Estadiaje TNM de los sarcomas de partes blandas, 8" edicion AJCC

En el caso de los sarcomas 6seos, ademas de las variaciones de “T”

segun la localizacion, cabe destacar la distincion con impacto pronostico entre

metastasis pulmonares (M1a) y en otras localizaciones (M1b). Tabla 9

Tx
TO
T1
T2
T3
Columna
Tx
TO
T1
T2
T3
T4

Pelvis
Tx
TO
T1

Esqueleto apendicular, tronco, cabeza y cuello

Tumor primario no evaluable

No evidencia de tumor primario

Tumor </= 8 cm en su didmetro mayor

Tumor> 8 cm en su didmetro mayor

Tumor discontinuo en el hueso primario (skip metastasis)

Tumor primario no evaluable

No evidencia de tumor primario

Tumor confinado a un segmento vertebral o 2 segmentos adyacentes
Tumor confinado a 3 segmentos adyacentes

Tumor confinado a 4 segmentos adyacentes o varios no adyacentes
Extensidn a canal espinal o grandes vasos

T4a Extensidn a canal espinal

T4b Extension a grandes vasos o trombosis in grandes vasos

Tumor primario no evaluable

No evidencia de tumor primario

Tumor confinado a un segmento pélvico sin afectacién extradsea
T1la Tumor </= 8 cm en su didmetro mayor

T1b Tumor> 8 cm en su didmetro mayor
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Tumor confinado a un segmento pélvico con afectacién extradsea o 2 segmentos sin

T2 afectacién extradsea
T2a Tumor </= 8 cm en su diametro mayor
T2b Tumor> 8 cm en su didmetro mayor
T3 Tumor que afecta a 2 segmentos dseos con extension extradsea
T3a Tumor </= 8 cm en su diametro mayor
T3b Tumor> 8 cm en su didmetro mayor
T4 Tumor que afecta a 3 segmentos dseos o sobrepasa la articulacién sacroiliaca
T4a Afecta la articulacién sacroiliaca y se extiende medialmente a neuroforamen sacro
T4b Engloba vasos iliacos externos o presencia de trombosis tumoral en vasos pélvicos
mayores
N- ganglios
NO No afectacion de ganglios regionales
N1 Afectacion de ganglios regionales

M- Metastasis

MO No metdastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
M1a Pulmonares
M1b Hueso u otras localizaciones
Estadiaje T \| M (]]
1A T1 NO MO Gl o Gx
1B T2 NO MO G1 o Gx
T3 NO MO G1 o Gx
A T1 NO MO G2-3
1B T2 NO MO G2-3
1] T3 NO MO G2-3
IVA Cualquier T NO M1la Cualquier G
IVB Cualquier T N1 Cualquier M Cualquier G
Cualquier T Cualquier N M1b Cualquier G

Tabla 9. Estadiaje TNM de los sarcomas 6seos, 8 edicion AJCC

1.7. Pronéstico y calculo de riesgo

Segun SEER, se ha estimado que la supervivencia a los 5 afios para el

conjunto de los sarcomas de partes blandas es de 65.8% y 68.9% para los

sarcomas 0Seos “.
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Figura 3. Tasa de mortalidad por 100.000 habitantes ajustada por edad de los sarcomas por partes

blandas (izquierda) y sarcomas 6seos (derecha)*.

Obviamente la probabilidad de recaida y de muerte no es la misma para
todos los pacientes y va a depender de distintos factores. Conocer estos

factores, nos permitira adaptar las decisiones terapéuticas al riesgo.

1.7.1. Tamafo

A medida que aumenta el tamafio tumoral, aumenta el riesgo de recidiva

y muerte®.
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Figura 4. Incidencia acumulada de muerte en funcion de tamafo tumoral (MD Anderson Cancer center

Series)
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1.7.2. Grado histolégico

Las dos series mas numerosas que han evaluado de manera retrospectiva
el papel del grado histolégico en el prondstico de los SPB son una del MD
Anderson® (n=1225) y otra de la FNCLCC?33 (n=1240). En la primera, la tasa de
supervivencia libre de metastasis a los 5 afios es del 98%, 85% y 64% para los
grados 1, 2 y 3 respectivamente.

1.0

— Low grade (G1+G2)
e High grade (G3)

0.8

0.8

High grade (n=737; 67.6%)

04

Lowl/intermediate grade (n=354; 32.2%)

Cumulative Incidence of Deaths of Sarcoma
0.2
|

p<0.0001
I T T T I T T T T I I I T T 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

0.0
L

Months from Diagnosis of Primary Tumor

Figura 5. Incidencia acumulada de muerte en funcion del grado tumoral (MD Anderson Cancer center

Series)

1.7.3. Estadio tumoral

Es quizas el factor pronostico mas relevante, puesto que a los 2
anteriores, afiade la informacion de la presencia de metastasis regionales o a

distancia (Figura 6).

En el caso del osteosarcoma, el andlisis de la poblacién del EURAMOS-
1, un estudio en primera linea de osteosarcoma, reportd que la supervivencia
libre de eventos a los 3 afios era de 65% para los pacientes con enfermedad
localizada y del 32% para los pacientes con enfermedad metastasica (peor para
aguellos con metastasis extrapulmonares con respecto a los que sélo tenian
pulmonares) 6. Algo similar, ocurre en el prondstico de los pacientes con sarcoma
de Ewing, donde la presencia de enfermedad extrapulmonar conlleva peor

prondstico que la enfermedad metastasica confinada a pulmén.#’
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Figura 6. Supervivencia global especifica por sarcoma segtn el estadio tumoral TNM al diagn(')stico48.

1.7.4. Localizacion

La localizacion juega un papel muy importante, teniendo un mejor

prondstico los pacientes con sarcomas de extremidades en comparacion con los

sarcomas viscerales o retroperitoneales, probablemente relacionado con el

tamafio mayor de éstos ultimos por un diagnéstico mas tardio (falta de sintomas)

y

Cumulative Incidence of Deaths of Sarcoma

una mayor dificultad técnica de la cirugia (Figura 7) %.

1.0

0.8

08

04

0.2

0.0

Non-extremity (n= 464; 42%)

Extremity (n= 627; 58%)

p<0.000

1
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Months from Diagnosis of Primary Tumor

Figura 7. Incidencia acumulada de muerte en funcién de la localizacion de tumor primario (MD Anderson

Cancer center Series)
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En el caso de los sarcomas 0seos, como el sarcoma de Ewing o el
osteosarcoma, los pacientes con primarios axiales (columna o pelvis) tienen peor
prondstico que los pacientes con primarios en extremidades, probablemente por

los mismos motivos.47-48

1.7.5. Subtipo histologico

Algunos subtipos histoldgicos se han relacionado con un mayor riesgo de
recaida local como el fibrosarcoma y otros con una peor supervivencia global

como el leiomiosarcoma o el tumor maligno de la vaina del nervio periférico.*®

La importancia del subtipo tumoral estd bastante mas descrita en los
sarcomas de partes blandas de extremidades y pared de tronco, pero también
se ha observado en los sarcomas retroperitoneales (figura 8)°.

En el caso del osteosarcoma, segun los datos del estudio EURAMOS-1,
los subtipos telangiectasico y convencional, se asociaron a mejor prondstico que
el subtipo condroblastico*’. Para los pacientes con rabdomiosarcoma, el subtipo

de mejor pronéstico era el embrionario y el peor el alveolar®.

Local Recurrence Distant Metastasis

by LMS 85 e il
Sy v DD liposarcoma G-Il
DO lposarcoma Glll e DO s o
WD liposarcoma SS=00N

MPNST G2 DDLPS 49% e
SFT 5
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Other
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1]

w— SET
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Other
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Figura 8. Incidencia acumulada de recidiva local (izquierda) y a distancia (derecha) de los distintos
subtipos histologicos encontrados en retroperitoneo. LMS: leiomiosarcoma. DDLP: Liposarcoma

desdiferenciado. WDLPS: Liposarcoma bien diferenciado. SFT: Tumor fibroso solitario.

1.7.6. Margenes
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La afectacion de los margenes, incrementa el riesgo de la recaida local, y

en menor medida, de metastasis a distancia y muerte®2-53,

1.7.7. Profundidad.

La profundidad, superficial vs profundo (por debajo de la fascia), es de
especial importancia en los sarcomas de grado 2, ya que los superficiales
asemejan su prongdstico a los de grado 1 mientras que los profundos tienen una

supervivencia global mas parecida a los de grado 3.

1.7.8. Edad

En todas las series publicadas, los pacientes aflosos presentan una mayor
tasa de recaida local y de metéastasis a distancia en comparacion con los
pacientes mas jovenes®*. Por un lado, se tiende a utilizar tratamientos menos
agresivos, en ocasiones suboptimos. Por otro, los diagnosticos suelen ser mas
tardios, por lo que los tamafios medios son mayores. Por altimo, algunos de los
subtipos més frecuentes a edades avanzadas, como el sarcoma pleomorfico
indiferenciado (UPS), leiomiosarcoma o el liposarcoma desdiferenciado, son
mas agresivos de per se. Asimismo, en los sarcomas llamados del desarrollo,
como el sarcoma de Ewing, osteosarcoma o rabdomiosarcoma, la edad mas
mayor (en el caso de rabdomiosarcoma > 10 afios 0 >15 afios para Ewing)>°-%6,

se considera un factor pronéstico desfavorable.

1.7.9. Factores moleculares predictivos de pronéstico

Con el uso cada vez mas generalizado de las técnicas de biologia
molecular, ha habido importantes avances en el conocimiento de la biologia de
los sarcomas. Ejemplos de ello podrian ser la sobreexpresion de Myc o
VEGFA®’. Sin embargo, su uso clinico como base para las decisiones clinicas
es bastante limitado. Un ejemplo que si se ha ido incorporando en los sistemas
de clasificacion de riesgo es la presencia de la fusion FOXO1l en
rabdomiosarcoma alveolar, ya que, en los pacientes con enfermedad ganglionar,

la presencia de la fusibn comportaba una supervivencia libre de evento a 5 afios
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de 43% mientras que para los pacientes fusion negativa, esta es del 74%58. Otros
indices mas complejos como CINSARC®® también se han ido incorporando poco

a poco en el disefio de estudios, pero no son ampliamente utilizados en la clinica.

1.7.10. Respuesta patolégica

La respuesta patologica es una variable no utilizada en tumores de partes
blandas, dado que no existe un consenso en relacion a como evaluarla y
tampoco si realmente se correlaciona con la supervivencia a largo plazo. Pero
si es un factor prondstico ampliamente utilizado en los sarcomas 6seos como el

osteosarcoma o el sarcoma de Ewing®°,

1.7.11 Nomogramas y herramientas de prediccion de riesgo

Basandose en algunos de los anteriores factores y partiendo de 2163
pacientes tratados en el memorial Sloan-Kettering cancer center, se confeccion6
un nomogranma que puede ser Util para predecir la mortalidad especifica por

sarcoma a los 12 afios postcirugia®. Figura 9.

Points o 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100
si 5-10
ze (cm) <5 =10
Deep
Depth —_—
Superficial
Lower Extremity Thoracic/Trunk Head/MNeck
Site . L .
Upper Extremity Visceral Retro/Intra-abdominal
Lipo Leiomyo  Synowial
Histology
Fibro MFH Other MPNT
Age (years) 1620 30 40 S0 B0 70 B0 490
Total points 0 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Low grade ’
12 year SSD 0.04 0.06 0.080.10.15 0.2 0.3 0.4 0.50.60.7 0.8 0.B8
High grade

12 year ssp 004 0.060.080.10.150.2 0.3 0.40.50.60.7 0.80.88 0,95 0.99

Figura 9. Nomograma MSKCC Mortalidad sarcoma especifica a los 12 afios para sarcomas de partes

blandas.

38



Posteriormente, se han ido desarrollando otras herramientas Utiles a la
hora de informar al paciente del célculo de riesgo y su uso en la toma de
decisiones compartidas, muchas de ellas especificas de localizacion o subtipo
tumoral, basadas en web® o en aplicaciones para mévil como SARCULATOR®:,

55 7-year OS
15 71%
2 -
DDLPS -
7-year DFS
46%
complete -

Figura 10. Imagen de SARCULATOR, en el que se refleja la probabilidad de supervivencia libre de
enfermedad (DFS) y supervivencia global (OS) a 7 afios para un paciente de 55 afios con un liposarcoma

desdiferenciado grado 2 primario de retroperitoneo de 15 cm, tras una reseccion completa.

1.8. Tratamiento

1.8.1. Sarcomas de partes blandas

1.8.1.1 Enfermedad Localizada

En general, la cirugia es un componente fundamental del tratamiento de
todos los pacientes con enfermedad localizada, ya que practicamente es el Unico

tratamiento curativo.

La cirugia oncoldgica, conservadora o radical (amputacion), se considera
un tratamiento adecuado siempre que proporcionen unos margenes, tanto
laterales como profundos, libres de enfermedad microscépica (margen R0)%*. En
el caso de combinarse la cirugia con radioterapia, probablemente los margenes

se puedan reducir a 0.5 cm sin comprometer la tasa de recurrencia local.?® Se
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han descrito dos factores que condicionan la extension de la cirugia y los
margenes: el subtipo histologico y la presencia de barreras anatdmicas intactas

(fascia muscular, adventicia vascular, periostio o perineuro)®®.

En ocasiones no es posible practicar una cirugia que cumpla estos
requisitos en regiones como la zona inguinal o el pie. En el caso de una cirugia
no Optima de entrada (por ejemplo, en el caso de una cirugia no planificada) se
ha de valorar ampliar dichos mérgenes. La aplicacion de radioterapia
complementaria ha permitido una aproximacion mas conservadora de la cirugia,

reduciendo la tasa de amputacion en centros con experiencia al 5%.

En el caso de los sarcomas retroperitoneales, generalmente se requiere
una reseccion multiorganica agresiva en la que se extrae en bloque el tejido

tumoral y los érganos que rodean a la masa tumoral®’.

En cuanto a la radioterapia perioperatoria, se ha demostrado que el
tratamiento adyuvante disminuye la tasa de recurrencia local de manera
significativa (de un 20-30% a un 0-10%), si bien este beneficio no tiene impacto
en la supervivencia global %8 . La radioterapia adyuvante tiene mas
complicaciones tempranas de la herida quirtrgica®®, pero menos complicaciones
tardias y fibrosis tisular’®. De acuerdo con las guias, la radioterapia esta indicada
en los sarcomas de alto grado, localizacion profunda y tamafio superior a 5 cm

0 en margen positivo no ampliable’.

En el caso de los sarcomas de retroperitoneo, el estudio STRASS

demostré que la radioterapia externa preoperatoria no aportaba beneficio.”?

La radioterapia externa exclusiva puede ser una opcion en pacientes que
no son médicamente operables por su patologia concomitante o estado general
o en aquellos en los que no es posible un salvamento de extremidad y no aceptan

una amputacion.

Finalmente, el tratamiento sistémico ha de valorarse de manera

individualizada. Tras varios estudios randomizados (no siempre con dosis
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optimas) 2 y varios metandlisis, su uso sigue siendo controvertido, aunque hay

evidencias de su utilidad en el contexto de pacientes de alto riesgo. 74-75,

Por tanto, la quimioterapia neoadyuvante es una opcién a valorar en
comité multidisciplinar y con el paciente, en aquellos afectos de histologias
guimiosensibles (como sarcoma pleomorfico indiferenciado, leiomiosarcoma,
sarcoma sinovial, liposarcoma mixoide de células redondas, tumor maligno de la
vaina del nervio periférico, mixofibrosarcoma ® o incluso el liposarcoma
plemomoérfico’”) de localizaciéon en extremidades o pared de tronco y de alto
riesgo por criterios clasicos (>5cm, profundo, alto grado) o SARCULATOR
(probabilidad de supervivencia global <60% a 10 afios). En cambio, los histotipos
considerados quimiorresistentes (como el sarcoma alveolar de partes blandas o
el sarcoma de células claras) no tienen indicacion de tratamiento sistémico

neoadyuvante.

En el caso de otras localizaciones, como el retroperitoneo, la evidencia es
aun mas escasa e insuficiente para considerarlo estandar. Solo se plantea como
recomendacion tras discusion multidisciplinar en pacientes con tumores de

resecabilidad limite, alto grado e histologias quimiosensibles’®.

Faltan estudios aleatorizados que hayan evaluado la radioterapia -
quimioterapia preoperatoria concomitante. Algunos estudios describen su
viabilidad” y una reduccién de recidiva local en los casos con cirugia posterior
con margen afectado en comparacion con la administracion exclusiva de

quimioterapia neoadyuvante.®°

1.8.1.2. Enfermedad diseminada

La mayoria de estos pacientes son incurables, pero en algunos casos

seleccionados, el_tratamiento local de la enfermedad metastasica puede

mejorar la supervivencia libre de recaida o ser potencialmente curativa. La
seleccién de pacientes que pueden beneficiarse de estos tratamientos debe ser

evaluada en un equipo multidisciplinar.
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En casos de intervalos largos entre cirugias y bajo nimero de metastasis
(oligometastasico), se recomienda la reseccién quirtrgica.8! El beneficio de la
quimioterapia tras la metastasectomia pulmonar no esta demostrado y se basa
en estudios retrospectivos®. En consecuencia, no puede recomendarse de

forma rutinaria.

La SBRT (radioterapia estereotactica) alcanza altas tasas de control en
las zonas tratadas (=80%) y es potencialmente tan eficaz como la cirugia en
términos de supervivencia global, con un buen perfil de toxicidad®3. A falta de
ensayos de fase 3, se dispone de datos de ensayos aleatorizados de fase 2 en
pacientes con diferentes histologias, incluyendo sarcomas. 8 El estudio SABR-
COMET objetivé una tasa de supervivencia global a 5 afios mayor que con la

atencion estandar (42,3% frente a 17,7%)%°.
Una vez descartado el tratamiento local de las metéstasis, el objetivo del
tratamiento sistémico es paliativo, con una mediana de supervivencia de 18-20

meses.

En los pacientes tributarios de tratamiento sistémico de primera linea,

la doxorrubicina y la ifosfamida son los farmacos mas activos y constituyen el
tratamiento estandar. La asociacion de doxorrubicina e ifosfamida aumento la
tasa de respuesta y la toxicidad, pero no mejoré significativamente la
supervivencia en ensayos aleatorios con respecto a doxorrubicin®. Sin embargo,
el uso de un régimen combinado de ambos farmacos podria justificarse cuando
se precisa obtener una respuesta objetiva para mejorar los sintomas o la

resecabilidad.

Recientemente se han comunicado los resultados del estudio LMS-04,
para pacientes con leiomiosarcoma uterino y de partes blandas localmente
avanzado o0 metastatico, mostrando la superioridad de un tratamiento de
combinacion con Trabectedina+ doxorrubicina seguido de mantenimiento con

Trabectedina frente a doxorrubicina en monoterapia, en mediana PFS y
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supervivencia global. Por lo tanto, ha de ser una opcién a discutir con los

pacientes tributarios de tratamiento de combinacion.®’

Los pacientes con buen estado general son buenos candidatos para
ensayos clinicos y ha de ser la prioridad dadas las pocas terapias aprobadas.
A la progresion a primera linea, si no hay disponible uno adecuado a las
caracteristicas del paciente, se debe ofrecer terapia sistémica segun su

histotipo:

- Trabectedina ha mostrado una tasa de respuesta objetiva modesta pero una
mayor tasa de control de la enfermedad, especialmente en liposarcoma

(notablemente liposarcoma mixoide, 88%) y leiomiosarcoma.®

- Pazopanib constituye una opcion adecuada en el sarcoma no adipocitico
basado en los resultados positivos en términos de la PFS mediana de un estudio
de fase Il (PALETTE)® versus placebo.

-Eribulina ha sido aprobada en Europa para liposarcoma después de
tratamiento previo, basandose en el beneficio observado en un ensayo aleatorio

de fase Ill en términos de supervivencia global sobre DTIC.%

- Gemcitabina y DTIC. La superioridad de la combinacion de gemcitabina+DTIC

frente a DTIC se ha demostrado en un ensayo clinico de fase Il aleatorizado en
téerminos de PFS mediana y supervivencia global, especialmente en el

leiomiosarcoma®! .

- Docetaxel en combinacion con gemcitabina ha demostrado respuestas

interesantes, especialmente en el leiomiosarcoma uterino en ensayos clinicos
aleatorizados fase Il versus gemcitabina®. Los pacientes con leiomiosarcoma y

sarcoma pleomorfico indiferenciado parecian obtener el mayor beneficio.

- Como se ha demostrado una relacién dosis-respuesta para la ifosfamida, los
pacientes que han recibido previamente ifosfamida pueden ser rescatados con

altas dosis de ifosfamida (> 10 g / m2), en especial sarcoma sinovial®3,
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- Paclitaxel semanal®* ha demostrado actividad en ensayos clinicos fase Il y

estudios retrospectivos, con tasas de respuesta en angiosarcoma del 60-80%.

- Temozolamida (analogo oral de DTIC) podria ser una opcidn en pacientes

refractarios a otros tratamientos, especialmente en leiomiosarcoma uterino® .

Algunos subtipos de sarcomas, generalmente poco frecuentes, tienen
caracteristicas especificas que los hacen mas sensibles a determinados
tratamientos. Sin pretender ser una lista exhaustiva, se indican algunos

ejemplos®6-°7:

- Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP). En los casos irresecables, ya

irradiados, se recomienda Imatinib8

- Tumor fibroso solitario maligno. Antiangiogénicos como sunitinib®® o la

combinacion de temozolomida y bevacizumab constituyen opciones activas.

- Sarcoma alveolar de partes blandas. No es sensible a los tratamientos
estandart, pero antiangiogénicos como cediranib, sunitinib y bevacizumab han
mostrado actividad. En 2023 la FDA (Food and Drug Admisnistration) ha
aprobado el tratamiento con atezolizumab (inmunoterapia) en esta poblacion de

pacientes, que parece tener un mayor beneficio que otros tipos de sarcomal® .

- Pecoma. Tiene disregulacion de la via de mTOR mediante mutaciones en los
genesTSC1 o TSC2, por lo que el bloqueo con inhibidores de mTOR como

everolimus o sirolimus ha mostrado actividad*°?.
- Tumor miofibroblastico inflamatorio, presenta reordenamientos en ALK

(anaplastic lymphoma kinase), por lo que farmacos inhibidores como crizotinib,

alectinib y lorlatinib constituyen una opcién de tratamiento'®?
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- Sarcoma de células claras. Son también tumores bastante quimiorresistentes,
pero se ha demostrado actividad de antiangioénicos como sunitinib%3, sorafenib

0 pazopanib.

- Angiosarcoma. Ademas de la especial sensibilidad por paclitaxel semanal
comentada anteriormente, antiangiogénicos como sunitinib o pazopanib han

mostrado actividad.

- Sarcoma epitelioide. Tazemetostat ha demostrado eficacia en esta poblacion
resistente a tratamientos convencionales, aunque el farmaco aun no ha sido

aprobado en Europal®4105

- Sarcomas con reordenamiento de NTRK. En una reciente actualizacion de los
estudios con inhibidores de NTRK, Entrectinib'® y Larotrectinib'®’, en todo tipo
de tumores con reordenamientos de NTRK incluyendo sarcomas, se han
reportado tasas de respuesta de 62.4 y 66% respectivamente, con medianas de
duracién de la respuesta de 29.3 y 43.3 meses para Entrectinib y Larotrectinib.
Dichos resultados son bastante superiores a los ofrecidos por la mayoria de los

tratamientos sistémicos en sarcomas en el contexto de enfermedad avanzada.

LOCALLY
| ADVANCED/METASTATIC

4 SARCOMA Y
rstine — .
DOXO  IfosfamidE LMS-04: Doxo- A
DOXORRUBICINE rabe giosarcoma
BSC ’ l ‘ Surgery ‘ TLMS PECOMA

ASPS

v v SFT

ccs
HD-IFO Myxoyd LPS IMFT
. (sS) TRABECTEDINE NTRK-t
2nd line Epithelioid sarcoma
Pazopanib
I (NO LPS)

3rd line and
beyond

MDM-2- WD-LPS, DD-LPS

Figura 11. Esquema del manejo sistémico de los sarcomas de partes blandas localmente avanzados o

metastasicos

1.8.2. Sarcoma de Ewing

1.8.2.1 Tratamiento al diagndstico (12 linea)
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La piedra angular del tratamiento de los pacientes con enfermedad
localizada y metastatica al diagnostico es el tratamiento multimodal.

Generalmente, el protocolo de tratamiento sigue los siguientes pasos:

1. Quimioterapia neoadyuvante. Tras los resultados del estudio EuroEwing 2012

gue demostrod la superioridad del esquema alternante VAC/IE con dosis densas
(Vincristina, Doxorrubicina, ciclosfosfamida, alternando con Ifosfamida y

etopdsido cada 2 semanas) vs VIDE, el primero es el esquema de eleccion.

2. Valoracion de respuesta: reestadiaje local con RMN/TAC y sistémico con PET-
TAC.

3. Tratamiento local. Aunque nunca se han comparado directamente, los

resultados de la cirugia parecen superiores a los de la radioterapia en esta

situacionios,

4. Estudio patolégico de la pieza quirurgica: El informe indicar el porcentaje de

células viables restantes tras tratamiento (peor pronostico si> 10%).

5. Tratamiento adyuvante. Se ha de contemplar la radioterapia adyuvante en los

tumores con margenes positivos no ampliables o mala respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante (>10% células viables). En el caso de los pacientes
buenos respondedores, se realiza consolidacién con VC/ IE x 5 ciclos. Segun los
resultados del estudio EuroEwing 991%°, los pacientes con enfermedad localizada
de pobre prondstico (>10% celularidad viable tras quimioterapia neoadyuvante o
volumen >200cc) se benefician de recibir tratamiento de consolidacion con
Melfaldn-Busulfan a dosis altas con autotransplante de progenitores
hematopoyéticos. En el caso de los pacientes con enfermedad diseminada, el
planteamiento es el mismo, pero se ha de afadir la valoracion del tratamiento

local de las metéastasis y no hay indicacion de quimioterapia con altas dosis.

1.8.2.2 Tratamiento de segunda lineay sucesivos

El ensayo de fase Il/lll rEECur es un ensayo europeo internacional que
compara los cuatro regimenes mas utilizados: dosis altas de ifosfamida,
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gemcitabina-docetaxel, irinotecan-temozolamida y topotecan-ciclofosfamida. En
el tercer analisis intermedio, ifosfamida -altas dosis quedd como el esquema mas
efectivo'®. Actualmente, ifosfamida-altas dosis y un nuevo brazo con etopésido-
carboplatino siguen reclutando pacientes y proximamente se afiadird un brazo
extra con ifosfamida-altas dosis+lenvatinib. Varios estudios de prospectivos no
comparativos, han mostrado actividad de los inhibidores de la tirosinquinasa,
como cabozantinib, regorafenib o pazopanib, pero sélo se encuentran

disponibles como uso compasivo!-112,

1.8.3. Osteosarcoma
1.8.3.1 Tratamiento de primera linea

La piedra angular del tratamiento de los pacientes con enfermedad
localizada es el tratamiento multimodal como en Ewing. El régimen MAP
(doxorrubicina / cisplatino / Metotrexato altas dosis) es utilizado con mayor
frecuencia como base del tratamiento en nifios y adultos jévenes (Tabla 10)*2,
Sin embargo, las altas dosis de metrotexato pueden resultar dificiles de manejar

en adultos > 40 afios.
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Tabla 10. Esquema MAP (A: doxorrubicina / P: cisplatino / M: Metotrexato altas dosis) para osteosarcoma.

El grado de respuesta histologica a la quimioterapia preoperatoria predice

la supervivencia'4-115, La respuesta tumoral a la quimioterapia se define por la

presencia de un 10% o menos de tumor viable (Tabla 11)*?°.

Respuesta Porcentaje de necrosis tumoral (%)
Completa 100

Buena 99-90

Intermedia 89-60

Pobre <60

Tabla 11. Evaluacion del grado de respuesta a la quimioterapia preoperatoria segun el sistema de gradacion

de Picci

a7




Tras el tratamiento local, se completa el tratamiento sistémico de
consolidacion. El estudio EURAMOS 1, demostré que la adicién de ifosfamida y
etopdsido al régimen postoperatorio de MAP de los pacientes con pobre
respuesta a la quimioterapia preoperatoria (porcentaje de necrosis <90%) no
ofrecia beneficio. **” Por otro lado, en un estudio fase Il prospectivo y
randomizado pero controvertido, se objetivo que la adicién de mifamurtide a MAP
tras la cirugia mejoraba la supervivencia global a 6 afios (78 vs 70%) en

pacientes con osteosarcoma localizado de extremidades <30 afios!*2,

1.8.3.2 Segunda linea y sucesivas

Los tratamientos de segunda linea metastasica no estan claramente
definidos. Incluyen farmacos como la ifosfamida o ciclofosfamida en asociacion
con etoposido y/o carboplatino; gemcitabina y docetaxel**® o usos compasivos

de antiangiogénicos como cabozantinib, sorafenib o regorafenib!?,

1.9 Medicina de precisién en sarcomas

En la dltima década se ha desarrollado la medicina de precision para el
diagnéstico y busqueda de tratamientos en cancer, empleando perfiles
genomicos exhaustivos (CGP: del inglés, Comprehensive Genomic Profile). La
capacidad de secuenciacidbn a gran escala y de alto rendimiento de las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS: Next Generation
Sequencing) prometia identificar alteraciones gendmicas farmacolégicamente
tratables. En general, la secuenciacion dirigida a determinadas regiones, ha sido
la mas ampliamente utilizada en las plataformas disponibles para uso clinico,
mientras que las de secuenciacion de genoma o exoma completo se han

restringido mas a entornos de investigacion (Tabla 12).
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Secuenciacién genoma

Secuenciacién exoma

Secuenciaciéon

completo completo dirigida
Region Exoma completo Regiones especificas
secuenciada Genoma completo (regién codificante) seleccionadas
Profundidad >30x >50x-100x >500x
Cubre todo. Puede Puede identificar cualquier |Puede identificar cualquier

identificar cualquier tipo de | tipo de alteracion incluyendo tipo de alteracion

alteracion incluyendo SNPs,| SNPs, INDELs en la region |incluyendo SNPs, INDELs
Ventaja INDELs codificante en la region seleccionada

Coste efectiva

La mas coste-efectiva

Tabla 12. Métodos de secuenciacion de DNA: genoma completo vs exoma completo vs secuenciacion

dirigida. SNPs: Single Nucleotide Polimorphism. INDELSs: Insertion-deletion mutations

Sin embargo, aunque distintas técnicas de biologia molecular se han
utilizado tradicionalmente en el diagnéstico de los sarcomas (ver apartado previo
1.5.3), su posible aplicacion en el tratamiento sigue siendo discutible. Asi, a
pesar de la relativamente alta incidencia de biomarcadores tedricamente
accionables en diferentes histotipos de sarcomas identificados en estudios

recientes de NGS, el beneficio clinico de estos hallazgos parece bajo.

A dia de hoy, la mayoria de la evidencia sobre el uso de NGS en sarcomas
proviene de series retrospectivas, generalmente unicéntricas, usando diferentes
plataformas y con distintos criterios para definir una alteracion como accionable.
Por otro lado, en muchas de las publicaciones, se describen de manera detallada
las diferentes mutaciones, fusiones y amplificaciones detectadas, pero la
informacion sobre su utilidad clinica (uso de un medicamento basado en los

datos de NGS y su eficacia) son muy limitados.

Asi, aunque en muchas series se describe un numero relativamente alto
de alteraciones (al menos una en hasta el 90% de los casos)!?! y una proporcién
de ellas considerada accionable (31-45%), s6lo un pequefio numero de

pacientes acaba recibiendo tratamiento dirigido a dicha alteracion (2.8-9%).

En la tabla 13 se resumen los principales datos de pacientes individuales

reportados en la literaturat??>. A destacar, que el subtipo mas representado fue
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el liposarcoma y que de los 66 pacientes, 5 presentaron respuestas completas o
cuasi completas y otros 8, respuestas parciales. La mediana de supervivencia
libre de progresion fue variable, entre 1.4-44.3 meses, la mas larga con
inmunoterapia (check-point inhibitors- inhibidores del punto de control) en 2
pacientes con angiosarcoma. 17 pacientes experimentaron un control de la
enfermedad a largo plazo, definido como respuesta (PR o CR) o enfermedad

estable (SD) durante >6 meses.
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Groisberg, e SD, stop por
01713 M-LPS AKT1 E17K AKT inhibitor toxicidad
Arnaud PD, PES 2.6
Coffin, 2020124 LMS AKT2 ampl. everolimus m., OS 10.9
m.
Arnaud- . PD,PFS14
Coffin, 2020 UPS AKT?2 del. everolimus m, OS 4.1 m.
Groisberg, Sarco,m.‘a ALK fusion ceritinib PD‘ tras 4
2017 pleomorfico ciclos
Subbiah et al., ) L. .

20151 IMT ALK fusion crizotinib/pazopanib PR >6 m.
Curolslsteng, Sigalle el BRAF fusion sorafenib/bev/temsirol. SD.por 1
2017 Sacoma ciclos

Gounder, Sarcoma NOS BRAF V600E Vemuraf.en.ib + rapid
2022126 mut. trametinib response
. 86 %
Groisberg, GLIOSarcoma BRAF V600E . .,
2017 cerebral - vemurafenib reduccion,
’ DOR 16 m.
Jin, 2021127 CCS BRAF V60OE vemurafenib PFS 21 m.
mut.
Lucchesi, BRAF V600E o PR, PFS 7.1
2018128 UPS - BRAF inhibitor m.
Saijo et al., sarcoma de BRAF V600E dabrafenib +
cordones .. PFS 6.5 m.
2022129 mut. trametinib
sexuales
Boddu, 2018130 CCS USRI vemurafenib PD
mut.
Morfouace, RMS BRCA1, BRCA2 ) .
2023131 embrionario loss olaparib + trabectedin ~ PD a2 m.
Jin, 2021 LPS CDK4 ampl. palbociclib PFS 4 m.




Gusho,
2022132

Gusho, 2022

Elvin, 2017133

Gusho, 2022

Gusho, 2022

Gusho, 2022
Gusho, 2022

Boddu, 2018

Boddu, 2018

Gusho, 2022

Jin, 2021

Arnaud-
Coffin, 2020

Gounder, 2022

Horak, 2021134
Boddu, 2018
Boddu, 2018

Lucchesi, 2018

Arnaud-
Coffin, 2020

Lucchesi, 2018

Lucchesi, 2018

Brahmi,
2023135

Gounder, 2022

LPS

LPS

LMS uterino
Tumor
Phyllodes
Tumor
Phyllodes
UPS
MPNST
Tumor de

células gigantes

de partes
blandas

LMS

UPS

Fibrosarcoma

MPNST

IMT

LMS

LMS

UPS

RMS

Angiosarcoma

DDLPS

DDLPS

MPNST

UPS

CDK4, MDM2

CDK4/MDM2

CDKN2A mut.

CDKN2A,
CDKN2B
CDKN2A,
MTAP
CDKN2A/B
CDKN2A/B

CDKN2A/B loss

CDKN2A/B loss

CDKN2A/B,
TP53

COL1A1/PDGFB
fus.

ERBB2 mut

ETV6-NTRK3
fusion

FGF2 fusion
FGFR1 amp.
FGFR1 ampl.
FGFR4 mut.

FLT4 ampl.

FRS2 ampl.

FRS2 ampl.

TMB alto

TMB alto
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palbociclib

palbociclib

palbociclib

palbociclib

palbociclib

palbociclib
palbociclib

palbociclib

palbociclib +
fulvestrant

palbociclib >
pazopanib

imatinib
lapatinib
larotrectinib
pazopanib
pazopanib
pazopanib
Inhibidor FGFR

pazopanib

Inhibidor FGFR

Inhibidor FGFR

durvalumab +
tremelimumab

pembrolizumab

PD

SD como
mejor
respuesta
PFS 8 m.

PD

SD5m

PD
PD

SD a2 m.

PD

PD con
ambos
farmacos

PFS 10 m.

SD, PES 1.9
m., OS 3.8 m.

CR
prolongada

PD, PES 6m.
PD
PD

PD

PR, PFS 3.1
m., OS 10.7
m.

SD 5.7 m.

SD 6 m.

CR

cuasi CR




Painter et al.,
2020136

Painter et al.,
2020

Boddu, 2018

Eder, 2021137

Lucchesi, 2018

Boddu, 2018

Gounder, 2022

Saller et al.,
2018138

Lucchesi, 2018

Jin, 2021

Groisberg,
2017

Groisberg,
2017

Groisberg,
2017

Groisberg,
2017

Groisberg,
2017

Gusho, 2022

Gusho, 2022

Horak, 2021

Lopes-Bras,
2022

Horak, 2021

Lopes-Bras,
20221

Angiosarcoma

Angiosarcoma

UPS
EHE
LMS

Sarcoma de
Kaposi

PEComa

Sarcoma de
Kaposi

DDLPS

Sarcoma
miofibroblastico

DDLPS

WDLPS

WDLPS

WDLPS

WDLPS

Angiosarcoma

Angiosarcoma

LMS

LPS

Otros

RMS NOS

TMB alto
TMB alto

IDH1 R132C
IDH2 mut.

IGF1R ampl.
TMB intermedio
TMB intermedio
TMB intermedio

KRAS mut.
MAP2K1 K57N
MDM2 ampl.
MDM2 ampl.

MDM2 ampl.

MDM?2 ampl.

MDM2 ampl.

MYC, CUX1

MYC, TP53,
GNA11

PDGFRA ampl.

PDGFRA del.

PDGFRA/KIT
ampl.

PIK3CA —N3451
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PDL1+ CTLA4
PDL1+ CTLA4

IDH1 inhibitor
olaparib

Inhibidor mTOR

pembrolizumab

nivolumab +
ipilimumab

pembrolizumab

Inhibidor MAPK

trametinib

Inhibidor MDM?2

Inhibidor MDM?2

Inhibidor MDM2

Inhibidor
MDM2/MDMX

Inhibidor MDM2

palbociclib

palbociclib >
pazopanib

pazopanib
imatinib
pazopanib

everolimus

PFS 32.9 m.
PFS 44.3 m.

PD
SD 11 m.

PR

PR

CR
PFS 10.5 m.

SD 12.6 m.
PFS 3 m.

PR x3 cycles

SD x8 cycles

CR (con
resecciones)

SD x 2 ciclos,
interrumpido
por toxicidad

SD 23 m.

SD, posterior
PD

PD on both
drugs

PD, PFS 3.8
m.

PR posterior
PD, OS2 m.

SD, PES 6m.

PR posterior
PD, OS 4 m.




Groisberg, . PD, éxitus a
2017 LMS PTEN Loss Inhibidor PI3K los 3 dias
Horak, 2021 Otros PTPRB mut. pazopanib 5D, I;:S >4
Horak, 2021 LMS RADle BAPL olaparib + trabectedin PFS 3 m.
Lucchesi, 2018 LMS RICTOR ampl. Inhibidor mTOR PD
Grzlgf;rg’ DDLPS ROS1 ampl. ceritinib SD 5m.
Groisberg, . e
2017 LMS ROS1 D1538V  pazopanib + crizotinib SD 6 m.
Exitus antes
i ROS1 D1
Groisberg, LMS 05 >38V pazopanib + crizotinib de
2017 mut. .,
evaluacion
. Inhibidor
Boddu, 2018  Angiosarcoma ROS1 S884F mut. ALK/ROS/NTRK PD
PR
Gounder, 2022  Sarcoma NOS SMARCBI del. Tazemetostat
prolongada

Tabla 13. Resumen de los principales datos de pacientes individuales reportados en la literatura.

Cedida por Stefania Kokkali (National Kapodistrian University of Athens)

M-LPS: Liposarcoma mixoide, LMS: Leiomiosarcoma, UPS: Sarcoma pleomorfico indiferenciado,
IMT:  Tumor RMS:
Rabdomiosarcoma, MPNST: Tumor maligno de la vaina del nervio periférico, DD-LPS:
WD-LPS: EHE:

Hemangioendotelioma Epitelioide. Amp: Amplificacion, mut: mutacién, loss: pérdida, del:

miofibroblastico inflamatorio, CCS: Sarcoma de células claras,

Liposarcoma  desdiferenciado, Liposarcoma bien diferenciado,

deleccién. PFS: Supervivencia libre de progresiéon. SD: Enfermedad estable, PR: Respuesta

parcial, CR: Respuesta completa, PD: Enfermedad en progresion. m: meses

El hecho de que como hemos visto en apartados anteriores, los sarcomas
constituyan un grupo heterogéneo de tumores, con multiples subtipos con
distintas caracteristicas histologicas, clinicas e historia natural, dificulta la
estructuracion del conocimiento. Asi, la deteccion de alteraciones moleculares
con un efecto desconocido en el histotipo especifico del sarcoma es una
limitacion importante.

Por lo tanto, sigue siendo necesario evaluar la utilidad diagndstica y en el
tratamiento de la informacion obtenida de la aplicacién de NGS en la clinica en

los pacientes con sarcomas.
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2

Justificacidon del estudio

Los sarcomas constituyen un grupo poco frecuente y heterogéneo de
tumores tanto en localizacién del tumor primario, rango de edad, histologia e
historia natural, lo que ha dificultado el avance terapéutico. Asi, la supervivencia
mediana en los pacientes con enfermedad metastasica se encuentra entre los
18-24 meses. El numero de tratamientos disponibles y su actividad son muy
limitados, mas si nos centramos en cada subtipo histolégico. Asi, existen
histotipos para los que no disponemos de ningun tratamiento aprobado como el
cordoma o el sarcoma de células claras y su tratamiento se basa en participacion

en ensayos clinicos o0 en usos compasivos.

La reduccion de los costes de las diferentes plataformas de NGS, ha
facilitado un mayor acceso a las mismas y ha permitido empezar a avanzar
también en el conocimiento de los sarcomas. Pero, por otro lado, hace necesaria
una valoracion de su utilidad real como soporte al diagnéstico, asi como su
rendimiento como forma de encontrar tratamientos dirigidos y que reporten

beneficio clinico a los pacientes con sarcomas.

En general, en la mayoria de las publicaciones disponibles, se describen
de manera detallada las diferentes alteraciones halladas, pero la informacion
sobre su utilidad clinica (uso de un medicamento basado en los datos de NGS y
su eficacia) son muy limitados. Asi, aunque en muchas series se describe un
namero relativamente alto de alteraciones y una proporcion de ellas considerada
accionable, sélo un pequefio niumero de pacientes acaba recibiendo tratamiento
dirigido a dicha alteracion y un namero aun menor obtiene algun beneficio

adicional del mismo.

En el presente trabajo hemos recopilado la informacién patologica, clinica
y de NGS desde que las plataformas estan disponibles en el Hospital Vall

d"Hebroén y el hospital Gregorio Marafién para uso en anatomia patoldgica y en
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el programa de prescreening molecular de VHIO para los pacientes con
sarcoma, con el propésito de valorar mejor su utilidad en la practica clinica en

nuestro entorno.
Este conocimiento sera importante a la hora de modular las indicaciones,

asi como las expectativas de los pacientes a los que les ofrece hacer un test de
NGS.
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Hipotesis de trabajo

El uso de NGS puede contribuir a mejorar el diagndstico patoldgico de los
sarcomas de partes blandas, viscerales y 6seos, en aquellos casos en los
que un patélogo experto no sea capaz de identificar un subtipo histolégico
concreto y por tanto, puede implicar cambios en el tratamiento aplicado y

en el prondstico del paciente.

El uso de NGS puede ayudar a encontrar alteraciones moleculares
accionables en los pacientes con sarcoma y el uso de tratamientos
guiados por dichas alteraciones, puede ayudar a mejorar el pronéstico de

estos pacientes.
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Objetivos del estudio

Sigue siendo necesario cuantificar la utilidad diagnoéstica y en el tratamiento de
la informacién obtenida de la aplicacion de NGS en la clinica en los pacientes

con sarcomas

4.1. Objetivo principal

Determinar el beneficio diagndstico y terapéutico derivado del uso clinico

de plataformas de NGS en pacientes con sarcoma.

4.2. Objetivos secundarios

1. Determinar la proporcion de pacientes con sarcoma en los que los
paneles de NGS contribuyen a un cambio en el diagnostico patoldgico.

2. Determinar la proporcion de pacientes con sarcoma en los que los
paneles de NGS identifican alteraciones accionables.

3. Determinar la proporcion de pacientes con sarcoma en los que la
identificacion de alteraciones accionable mediante paneles de NGS
conllevan la indicacion de un tratamiento dirigido especifico.

4. Determinar la supervivencia libre de progresion (PFS) de los pacientes
con sarcoma cuando reciben tratamientos dirigidos a alteraciones

accionables detectadas por NGS.
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Material y métodos

5.1. Poblacién de estudio

Los criterios de inclusion/exclusién que han conformado la poblacion de estudio

son los siguientes:

e Pacientes diagnosticados de tumor de partes blandas, visceral o tumor éseo

con sospecha de malignidad.

e Pacientes a los que en el periodo de 2014 a 2022 se les haya realizado un
estudio de NGS con fines diagnésticos o de busqueda de dianas
terapéuticas (prescreening molecular) en el Hospital Universitario Vall

d’Hebrén o en el Hospital Gregorio Marafion.
e Disponer de informacion clinico-patoldgica y adecuado seguimiento.
e Se excluyen los pacientes con GIST dado que el conocimiento del status

mutacional tiene un valor reconocido en este sarcoma y, por tanto, la

secuenciacion esta plenamente integrada en su diagndstico tratamiento.

5.2. Variables clinicas y anatomopatoldgicas

Informacion Clinica:

La informacion clinica se ha recogido de manera retrospectiva a través de la

revision de la historia clinica del paciente, informes clinicos procedentes de
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los

Servicios de Oncologia Médica, Oncologia Radioterapia Yy

Cirugia/Traumatologia. Las variables finales que se han recogido son las

siguientes:

Fecha de nacimiento

Fecha de diagndstico

Sexo

Localizacién. Subdivision en: cabeza y cuello, pared de tronco,
retroperitoneo/abdomen-pelvis, visceral y extremidades

Fecha de la realizacion de NGS

Estadio en el momento de realizacion de NGS: localizado vs
localmente avanzado/metastasico.

En el caso de NGS con intencion diagndstica, si ha habido cambio en
el diagnostico final (Si/No) y nivel de cambio (Ninguno, diagndstico
incluido en el diferencial, cambio a diagndstico no sospechado).

Si la NGS ha supuesto cambios en el tratamiento recibido por el
paciente (No, cambio en el tratamiento sistémico, cambio en la
estrategia global). Se entiende cambio de estrategia global a los
cambios en indicacion y/u orden de tratamientos locales o sistémicos
0 necesidad de cambios de equipo tratante por no tratarse de
sarcomas o al revés.

En caso de cambio en el diagndstico o hallazgo de diana accionable,
se han recogido datos del tratamiento dirigido por dichos hallazgos:
tipo (cirugia, radioterapia, sistémico), farmaco concreto en caso de
tratamiento sistémico, fecha de inicio, fecha de fin.

Fecha de ultimo contacto y estado (vivo sin enfermedad, vivo con

enfermedad, éxitus).

Informacién anatomopatolégica

Se ha recogido retrospectivamente la informacién anatomopatolédgica

procedente de los informes emitidos por el Servicio de Anatomia Patolégica.

Las variables finales que se han recogido son las siguientes:

- Subtipo histologico inicial de sospecha segun la clasificacién de la

OMS?
59



- Subtipo histolégico final (tras recibir los resultados de NGS) segun la

clasificacion de la OMS

e Informacién molecular.

Se ha recogido retrospectivamente la informacion molecular procedente de
los informes emitidos por el programa de prescreening de VHIO:

- Tipo de plataforma empleada

- Tejido empleado para el andlisis (primario, metastasis)

- Informacion NGS relevante: mutacion/traslocacion que define un

diagnéstico o alteracidon potencialmente accionable.

Definicién de accionabilidad:

- Potencialmente accionable. Hay evidencia clinica en otros
tumores de que el tratamiento con un farmaco dirigido a dicha
alteraciéon molecular deriva en un beneficio clinico (respuesta
objetiva, prolongacion de la supervivencia libre de progresion o
supervivencia global esperadas para la situacion clinica del
paciente). ESCAT Il1-]\v140

- Accionable: Hay evidencia clinica en el subtipo especifico
(retrospectiva/prospectiva) de que el tratamiento con un farmaco
dirigido a dicha alteracion molecular deriva en un beneficio clinico
(respuesta obijetiva, prolongacion de la supervivencia libre de
progresion o supervivencia global esperadas para la situacién
clinica del paciente). ESCAT I-Il.

5.3. Estudio de las variables bioldgicas.

El uso de tejido humano en el presente estudio fue aprobado por el comité
ético del hospital. El material se obtuvo a partir de muestras fijadas en formalina
e incluidas en parafina procedentes de biopsias y exéresis quirdrgicas de
tumores de partes blandas y éseos, procedentes de los archivos del Servicio de
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Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Vall d’Hebron y del Hospital
Gregorio Marafion (ambos CSUR sarcomas con patdlogos expertos en dicha
patologia). Se seleccion6 un blogue de parafina representativo de cada caso
para realizar la secuenciacion, previa evaluacion de una seccién tefiida con

hematoxilina y eosina.

5.3.1. Plataformas de NGS empleadas

Todas las plataformas utilizadas son plataformas de secuenciacion

dirigida.

La plataforma de NGS utilizada en anatomia patologica para el
diagnéstico ha sido Archer™ FusionPlex™(Tabla 14).
Se realiz6 una preparacion multiplex basada en ARNm, utilizando 100-250 ng de
ARN de tejido parafinado. Se empled el kit universal de deteccién de fusiones de
ARN para lllumina (ArcherDX, Boulder, CO) y el panel CTL Archer™
FusionPlex™ que utiliza PCR multiplex anclada. Los datos de la secuencia en
bruto se analizan utilizando la version 3.3 de la linea de analisis Archer
suministrada por el proveedor. Ademas de los umbrales por defecto, se
establece un minimo de cinco lecturas con tres o mas sitios de inicio de
secuenciacion unicos para cruzar los puntos de rotura como requisito de corte

para declarar fusiones.
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Exon junctions: Gene expression:
ALK-ATI FGFR2 E2-WDR11 E20 KIFSB E22-RET E12 ALDH FGF1S NOTCH1
EMLA E13-ALK E20 RANEP17 E28-FGFR3 E14 NCOA4 ES-RET E12 ALK FGF2 NOTCH2
EML4 E20-ALK E20 FGFRIEL7 'E':‘rO”'T’:‘CCB PRKARLA E7-RET E12 ASCL2 FGF4 NOTCH32
EML4 E6-ALK E20 FGFR2 E17-AES E2 SLC24A2 E4-ROS1 E22 ccLz FGFR1 NOTCH4
AKAPS ES-BRAF E9 FGER2 E17-BAIAP2LL E2 CD74 E6-ROS1 E34 cCL22 FGFR2 NRARP
KIAA1549 E14-BRAF E9 FGER3 E17-ELAVLS E2 EZR EL0-ROS1 E34 CCND1 FGFR3 NTRK1
KIAA1549 E15-BRAF E11 FGFRiiTEri_I’:'ngTMl EIF2E E1-RSPO2_E1 CCND2 FGFR4 NTRK2
KIAA1549 E15-BRAF E9 FGFR3 E17-TACC3 E10 EIF3E E1-RSPO2_E2 D163 FOSL2 NTRK3
ERLINZ E10-FGFR1 E4 FGFR3 E17-TACC3 E11 EIF3E ES-RSPO2 E2 cD24 HES1 NUME
BAGA E2-FGFRL EG FGFR3 E17-TACC3 E4 EIF3E E5-RSPOZ_E1 D274 HES4 OLFM4
FGFRL E17-TACCLET FGFR3 E17-TACC3 E8 PTPRK E13-RSPO3 E2 cD44 HESS 0SM
SLC4SA3 EIFGFR2E2 | SECIGA E1-NOTCHI E27 PTPRK E1-RSPO3 E2 CEBPEB HEY2 PDGFRA
(D44 E1-FGFR2 E3 SEC16A_E1-NOTCH1_E28 PTPRK E2-RSPO3 E2 CLCF1 HEYL PLAU
FGFR2 E16-KIAAIS38 E7 | SEC22B_E1-NOTCH2_E27 PTPRK E6-RSPO3 E2 CNTF HLA-G PSENL
FGFR2 E16-TACCS E11 LMNA E10- NTRKL E12 PTPRK E7-RSPO3 E2 CSFL IFNg PSEN2
FGFR2 E17-AFF3 E8 LMNA E10- NTRKL E13 NAVZ_E1TCF7L1_E4 CTFL IL11 PTCRA
FGFR2 E17-AHCYLL E2 LMNA E2- NTRK1 E10 VTI1A_E2-TCF7L2_E4 CXcLLo IL27 RET
FGFR2 E17-ATEL E12 TPM3 E7-NTRK1 E10 VTI1A_E4 TCF7L2_E4 CXCLLL IL6 RSPO1
FGFR2 E17-BICCL E3 TR E21-NTRK1 E10 VTI1A_E2-TCF7L2_E6 CXCL9 IL7R RSPO2
FGFR2 E17-CASP7 E4 LMNA E2- NTRK1 E11 VTILA_E3-TCF7L2_EG DLLL IRS2 RSPO3
FGFR2 E17-CCDC147 E2 ETV6 E4-NTRK3 E14 VTILA_EA-TCF7L2_EG DLLZ 1AGL RSPO4
FGFR2 E17-CIT E23 ETV6 ES-NTRK2 E15 DLLA 1AG2 RUNX1
FGFR2 E17-FAMT6A E2 BRD4e11-NUTM1e2 DTX1 LGRS 50Cs3
FGFR2 E17-GAB2 E2 PAXS E10-PPARG E2 EBI3 UF TGFb1
FGFR2 E17-KIAAL967 E5 PAXS ES-PPARG E2 EGFR MET TGFb2
FGFR2 E17-MCU E2 PAXS ES-PPARG E2 EREB2 MRC1 TGFb3
FGFR2 E17-NOL4 E7 CCDC6 E1-RET E12 ERBB3 NIYC TNCRNA
FGFR2 E17-OFD1 E2 KIFSB E15-RET E12 EREB4 NAMPT
FGFR2 E17-VCLELS KIFSB E16-RET E12 ESRL NFKBIZ
Exon skipping:
MET E13-E15 EGFR vlll (EL-E8]

Tabla 14. Panel Archer™ FusionPlex™

Las plataformas con intencién de busqueda de alteraciones accionables

empleadas han sido Amplicon y Panel VHIO 300.

Todas los bloques tumorales en parafina (FFPE) fueron revisados
inicialmente por un patélogo para determinar la celularidad tumoral y garantizar

>20% de celularidad tumoral. En caso de no llegar a este limite, se efectia

macrodiseccion siempre que sea posible.

Panel Amplicon. Durante este periodo estuvieron vigentes 3 versiones

sucesivas (Tabla 15).
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Amplicon v01 (57 genes). Desde Septiembre /2014- Marzo/ 2015

ABL1 FGFR1 KIT PIK3R1
AKT1 FGFR2 KRAS PIK3R5
AKT2 FGFR3 MAG PTEN
AKT3 FGFR4 MAP2K1 RB1
APC FLT3 MET RET
BRAF GATA1 MLH1 RUNX1
CDH1 GNA11 MPL SMADA4
CDKN2A GNAQ MSH6 SMARCB1
CSF1R GNAS MYC SRC
CTNNB1 GSK3B NF2 STK11
EGFR HRAS NOTCH1 TP53
ERBB2 IDH1 NOTCH4 VHL
ERBB3 IDH2 NRAS

ESR1 JAK1 PDGFRA

FBXW7 JAK3 PIK3CA

Amplicon v02 y v03 (59 genes). Desde Abril/2015-Mayo/2018

ABL1 ERBB3 IDH1 NF2 SMADA4
AKT1 ESR1 IDH2 NOTCH1 SMARCB1
AKT2 FBXW7 JAK1 NOTCH4 SRC
AKT3 FGFR1 JAK3 NRAS STK11
ALK FGFR2 KIT PDGFRA TP53
APC FGFR3 KRAS PIK3CA VHL
BRAF FGFR4 MAG PIK3R1 ZNRF3
CDH1 FLT3 MAP2K1 PIK3R5

CDKN2A GATA1l MET PTEN

CSF1R GNA11 MLH1 RB1

CTNNB1 GNAQ MPL RET

EGFR GNAS MSH6 RNF43

ERBB2 HRAS MYC RUNX1

* RNF43 y ZNFR3 Nuevos respecto Amplicon vl

Panel General (basico) Hiplex v3 (56 genes) + tumor specifico. De junio/2018-2021

ABL1 EGFR GNAQ MET PIK3R1 VHL
AKT1 ERBB2 GNAS MLH1 PIK3R5 MTOR
AKT2 ERBB3 HRAS MPL PTEN TSC1
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AKT3 ESR1 IDH1 MSH6 RB1 TSC2

ALK FBXW7 IDH2 MYC RET NOTCH 2
APC FGFR1 JAK1 NF2 RUNX1 NOTCH 3
BRAF FGFR2 JAK3 NOTCH1 SMADA4 RNF43
CDH1 FGFR3 KIT NOTCH4 SMARCB1 ZNFR3
CDKN2A FLT3 KRAS NRAS SRC

CSF1R GATA1l MAG PDGFRA STK11

CTNNB1 GNA11 MAP2K1 PIK3CA TP53

MTOR- NOTCH 2/3 -RING FINGERS: Especifico para GIST
Tabla 15. Genes incluidos en panel Amplicon en sus diferentes versiones (V1-V3)

Panel VHIO 300 se utiliz6 desde 2019 hasta la actualidad (Tabla 16).
Se obtuvo ADN de la muestra de tumor-parafinada (Maxwell® 16 FFPE Tissue
LEV DNA Purification KitPromega) y se realiz6 un enfoque de captura de genes
personalizado (sondas de enriquecimiento:SureSelect XT, Agilent). La biblioteca
resultante se secuencid mediante la tecnologia Illumina. Las lecturas de
secuenciacion se alinearon (BWA v0.7.17, Samtools v1.9) con el genoma de
referencia hgl19, se recalibraron las bases, se realinearon las indel (GATK v3.7.0)

y se identificaron las variantes (VarScan2 v2.4.3).

Para identificar una mutacidn se necesitaron como minimo 7 lecturas que
apoyaran el alelo variante. La sensibilidad de la técnica es del 5% MAF (minor
allele frequency) para SNV (variaciones de un nucleé6tido) y del 10% MAF para
INDEL (inserciones-delecciones). Los polimorfismos de nucledétido unico (SNPs)
en la poblacién se filtraron a partir de la base de datos gnomAD (frecuencia
alélica 0,0001) y se calcularon las alteraciones del nimero de copias (CNVkit
v0.9.6.dev0).

Los datos se curaron manualmente y la clasificacion de las variantes

identificadas se realizé utilizando bases de datos publicas (COSMIC, cBioPortal,
Clinvar, VarSome, OncoKB).
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La carga mutacional tumoral (TMB) se calcul6 como el niamero de

variantes no sindnimas detectadas y validadas por megabase en la muestra.

ABL1 BTK DNMT3A FGF6 IGF1R MAP3K13 NTRK3 PTEN SHQ1 VEGFA
ABL2 C110RF30 DNMT3B FGFR1 IGF2 MAP3KS NUPS3 PTPN11 SLIT2 VHL
ACVR1B CARD11 DOT1L FGFR2 IKBKE MAPK1 PAK1 PTPRD SMAD2 VTCN1
AKAPY CASP8 E2F3 FGFR3 IKZF1 MAPK7 PAK3 PTPRS SMAD3 WISP3
AKT1 CBFB EED FGFR4 IL10 MAX PAK7 PTPRT SMAD4 WT1
AKT2 CBL EGFL7 FH IL7R MCL1 PALB2 QKI SMARCA4  XIAP
AKT3 CCND1 EGFR FLCN INHBA MDC1 PARK2 RAC1 SMARCB1 XPO1
ALK CCND2 EIF1AX FLT1 INPP4A MDM2 PARP1 RADS0 SMARCD1 YAP1
ALOX12B CCND3 EP300 FLT3 INPP4B MDM4 PAXS RADS51 SMO YES1
AMER1 CCNE1 EPCAM FLT4 INSR MED12 PBRM1 RAD51B SNCAIP ZBTB2
APC CD274 EPHA3 FOXA1 IRAK4 MEF2B PDCD1 RAD51C SOCSs1 ZNF217
AR CD276 EPHAS FOXL2 IRF2 MEN1 PDCD1LG2 RAD51D SOX10 ZNF703
ARAF CD79A EPHA7 FOXP1 IRF4 MET PDGFRA RAD52 SOX17

ARFRP1 CD79B EPHB1 FRS2 IRS1 MITF PDGFRB RAD54L SOx2

ARID1A CDC73 ERBB2 FUBP1 IRS2 MLH1 PDK1 RAF1 SOX9

ARID1B CDH1 ERBB3 GABRAG JAK1 MLH3 PDPK1 RANBP2 SPEN

ARID2 CDK12 ERBB4 GATA1 JAK2 MPL PHOX2B RARA SPOP

ARID5B CDK4 ERCC2 GATA2 JAK3 MRE11A PIK3C2B RASA1 SPTA1

ASXL1 CDKé ERCC3 GATA3 JUN MSH2 PIK3C2G RB1 SRC

ASXL2 CDKg ERCC4 GATA4 KAT6A MSH3 PIK3C3 RBM10 STAG2

ATM CDKN1A ERCC5 GATAS KDMS5A MSHé PIK3CA RECQL4 STAT3

ATR CDKN1B ERG GID4 KDMSC MTOR PIK3CB REL STAT4

ATRX CDKN2A ERRFI GLI KDM6A MUTYH PIK3CD RET STK11

AURKA CDKN2B ESR1 GNA11 KDR MYC PIK3CG RFWD2 STK40

AURKB CDKN2C ETV1 GNA13 KEAP1 MYCL PIK3R1 RHEB SUFU

AXIN1 CEBPA ETV6 GNAQ KEL MYCL1 PIK3R2 RHOA Suzi2

AXIN2 CHD2 EXOSC10 GNAS KIT MYCN PIK3R3 RICTOR SYK

AXL CHD4 EZH2 GPR124 KLF4 MYD88 PIM1 RIT1 TAF1

B2M CHEK1 FAM175A  GREM1 KLHL6 MYHS PLCG2 RNF43 TBX3

BAP1 CHEK2 FAM46C GRIN2A KMT2A MYOD1 PLK2 RNPC3 TERT

BARD1 Cic FANCA GRM3 KMT2C NBN PMAIP1 ROS1 TET1

BBC3 CREBBP FANCC GSK3B KMT2D NCOR1 PMS1 RPS6KA4 TET2

BCL2 CRKL FANCD2 H3F3A KRAS NF1 PMS2 RPS6KB2 TGFBR1

BCL2L1 CRLF2 FANCE H3F3C LATS1 NF2 PNRC1 RPTOR TGFBR2

BCL2L11 CSF1R FANCF HGF LATS2 NFE2L2 POLD1 RSPO2 TMEM127

BCL2L2 CTCF FANCG HIST1H1C LIFR NFKBIA POLE RUNX1 TMPRSS2

BCL6 CTLA4 FANCL HISTIH2BD  LMO1 NKX2-1 POLR3A RUNX1T1  TNFAIP3

BCOR CTNNA1 FANCM HIST1H3B LRP1B NKX3-1 POLR3B RYBP TNFRSF14

BCORL1 CTNNB1 FAS HNF1A LYN NOTCH1 PPP2R1A SDHA TOP1

BLM CuL3 FAT1 HRAS LZTR1 NOTCH2 PPP2R2A SDHAF2 TOP2A

BMPR1A  CYLD FBXW?7 HSD3B1 MAD2L2 NOTCH3 PRDM1 SDHB TP53

BRAF DAXX FGF10 HSPS0AA1 MAGI2 NOTCH4 PREX2 SDHC TP63

BRCA1 DCUN1D1 FGF14 ICOSLG MALT1 NPM1 PRKAR1A SDHD TRAF7

BRCA2 DDR2 FGF19 IDH1 MAP2K1  NRAS PRKCI SETD2 TSC1

BRD4 DICER1 FGF23 IDH2 MAP2K2  NSD1 PRKDC SF3B1 TSC2

BRIP1 DIS3 FGF3 IFNGR1 MAP2K4  NTRK1 PRSS8 SH2D1A TSHR

BTG1 DNMT1 FGF4 IGF1 MAP3K1  NTRK2 PTCH1 SHH U2AF1

Tabla 16. Genes incluidos en panel VHIO 300.

5.4. Analisis estadistico

Se ha efectuado el estudio descriptivo de las variables demograficas y de
las caracteristicas clinico-patologicas en: 1) toda la poblacién del estudio, 2)
cohorte con NGS con fines diagnésticos y 3) cohorte con NGS con fines de

basqueda de dinas terapéuticas.

Se ha definido la supervivencia libre de progresion (PFS) como la
diferencia entre las fechas de inicio del tratamiento dirigido y la fecha de la
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progresion. La supervivencia global (OS) se ha definido como la diferencia entre

las fechas de inicio tratamiento dirigido y de muerte.

Las variables numéricas serdn presentadas en tablas, usando los
siguientes estadisticos descriptivos: numero de pacientes (n), mediana y rango.
Las variables categdricas seran presentadas en tablas usando las frecuencias
de cada uno de sus niveles y los porcentajes que representan respecto a la
poblacién del estudio utilizada. Las variables de tiempo hasta evento se
presentaran usando el nUmero de pacientes a riesgo y pacientes censurados en
cada punto del tiempo, las curvas de Kaplan-Meier asociadas, asi como también
la mediana de supervivencia y los percentiles 25 y 75. Sélo se presentaran p-

valores para los analisis de Kaplan Meier.
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Resultados

6.1. Poblacién de estudio

6.1.1. Seleccion de casos

Se seleccionaron pacientes diagnosticados de tumor de partes blandas o
tumor 6seo con alta sospecha de malignidad a los que en el periodo de 2014 a
2022 se les hubiera realizado un estudio de NGS con fines diagndsticos o de
busqueda de dianas terapéuticas (prescreening molecular) en Hospital
Universitario Vall d’Hebrén/ Vall Hebron Instituto de Oncologia (VHIO) o entre
2021-2022 en el Hospital Gregorio Marafion.

Los pacientes con NGS realizada con fines diagndésticos, se obtuvieron de
las bases de datos de los Servicios de Anatomia Patologica del Hospital Vall
d’Hebron (213 muestras) y del Hospital Gregorio Marafion (80 muestras).

Los pacientes con NGS realizada como prescreening molecular se
obtuvieron de la base de datos de prescreening del VHIO (170 muestras,
correspondientes a 165 pacientes)

Del total de 463 pacientes testados, s6lo se pudo conseguir informacién
clinica suficiente de 358 casos (casos externos o consulta Unicamente para
realizacion de test, sin seguimiento posterior). En el caso de los pacientes a los

que se les realiz6 NGS de prescreening pero no tenian informacién clinica
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suficiente, solo se informara en los apartados posteriores del tipo de alteraciones

encontradas, pero no de su utilidad.

NGS diagnéstica NGS

HVH: 213 prescreening

HGM:80 VHIO:165
NGS Total

463
6 Muestras rechazadas por insuficiente calidad
36 Pacientes sin informacion clinica suficiente para NGS

26 pacientes con GIST
32 Pacientes sin informacion clinica suficiente

NGS diagnéstica NGS prescreening
257 Con informacion NGS valorable: 133
Con informacion clinica 101

Figura 12. Proceso de seleccion de los pacientes objeto de estudio

6.1.2. Caracteristicas clinico-patoldgicas

La edad mediana en el momento de la realizacion de la NGS de los

pacientes de la muestra fue de 47 afos (rango de 0 a 81 afios).

En latabla 17, se puede observar la distribucion por sexo, localizacion del
tumor primario y extension de la enfermedad en el momento de realizar la NGS

(localizado vs avanzado/metastasico).

Los diagnosticos patologicos mas frecuentes en los pacientes en los que
se realiz6 NGS diagnostica fueron: sarcoma indiferenciado/sarcoma Nos (26%),
Sarcoma de células redondas (14%), Liposarcoma (12%), rabdomiosarcoma
(5%), Hemangioendotelioma/angiosarcoma (3%), sarcoma del estroma

endometrial/sarcoma uterino alto grado (6%).

Los diagndsticos patoldgicos mas frecuentes en los pacientes en los que
se realizO6 NGS como prescreening molecular fueron: liposarcoma (19%),
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condrosarcoma

angiosarcoma (7%).

leiomiosarcoma

(15%),

osteosarcoma

(15%),

Desconocido

7 (1.9%)

Sexo Masculino 182 (50.8%) | 135 (52.5%) | 47 (46.1%)
Femenino 176 (49.2%) | 122 (47.5%) | 54 (53.9%)
Partes
blandas/visceral 325 (90.7%) | 238 (92.6%) 87 (86%)
Oseo 33 (9.2%) 19 (7.4%) 14 (13.8%)
Localizacion Cabeza y cuello 39 (10.8%) | 34 (13.2%) 5 (4.9%)
Extremidad superior 35 (9.7%) 27 (10.5%) 8 (7.9%)
Extremidad inferior | 81 (22.6%) | 53 (20.6%) 28 (27.7%)
Pared de tronco 57 (15.9%) | 37 (14.4%) 20 (19.8%)
Retroperitoneo/pelvis | 87 (24.3%) | 60 (23.3%) 27 (26.7%)
Visceral 59 (16.4%) | 46 (17.9%) | 13 (12.8%)
Extension en el momento de 219
realizacion NGGS Localizado (61.17%) | 189 (73.5%)| 30(29.7%)
Avanzado/
metastasico 139 (38.8%) | 68 (26.4%) 71 (70.3%)
Muestra NGS Primario 301 (84%) | 238(92.6%) | 63(62.3%)
Metastasis 50 (13.9%) 19 (7.4%) 31 (30.7%)

7 (6.9%)

Tabla 17. Descripcion para las variables categoricas clinico-patoldgicas de todos los pacientes del estudio,
de los pacientes con NGS diagndstica y aquellos con NGS de prescreening molecular.

6.2. Resultado y utilidad clinica de la NGS realizada con fines
diagnosticos

6.2.1. Resultados de la NGS realizada con fines diagnésticos.

De los 257 pacientes en los que se realiz6 NGS diagndstica, en 96 (37%)

se objetivl alguna alteracién molecular.
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NAB2 - STAT6

11 (11.4%)
EWSR1- 25 (26%)
CIC-DUX4 2 (2.1%)
BCOR-CCNB3 2 (2.1%)
PAX3-FOXO1 4 (4.1%)
CREB1 -NCOA2 2(2.1%)
ASPSCR1- TFE3 2 (2.1%)
COL1A1-PDGFB 4 (4.1%)
SSX18-55X1/2 8 (8.3%)

Tabla 18. Alteraciones mas frecuentes encontradas en la NGS con fines diagnosticos.

6.2.2. Utilidad clinica de la NGS realizada con fines diagndsticos

De los 257 pacientes en los que se realiz6 NGS diagndstica, en 25 (9.7%)

supuso un cambio con respecto al diagndstico inicial.

De ellos, en 16 (64%) contribuy6 a confirmar un diagnéstico de los que se
habian incluido en el diagnostico diferencial inicial y en 9 (36%) el diagndstico

final no fue sospechado al inicio.

De los 25 pacientes en los que la NGS supuso un cambio diagnéstico, en
6 (24%) este cambio no tuvo ningun impacto en el tratamiento recibido, en 10
(40%) supuso un cambio en el tratamiento sistémico recomendado y en 9 (36%)

implicé un cambio en la estrategia global de tratamiento (Tabla 19).
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Sarcoma indiferenciado
GIST
sarcoma indiferenciado de
células redondas

Carcinoma sarcomatoide
GIST
Fibrohistiocitoma
angiomatoide /miofibroma
Condrosarcoma mixoide
extraesquelético vs
carcinoma mioepitelial
Condrosarcoma mixoide
extraesquelético vs
carcinoma mioepitelial
Condrosarcoma mixoide
extraesquelético vs
carcinoma mioepitelial
Condrosarcoma mixoide
extraesquelético vs
carcinoma mioepitelial
Carcinoma mioepitelial vs
sarcoma epitelioide central
Tumor fibroblastico con
reordenamiento EWR1-
SMAD3 vs fibrohistiocitoma
Sarcoma de células claras vs
melanoma

Amplificacién CDK4 y MDM?2
Amplificacién CDK4 y MDM?2

EWSR1-WT1
EWSR1-TFCP2 y LOC101929418-
ALK
EWSR1-ERG

Ausencia reordenamiento EWS

EWSR1-BEND2

TAF15- NR4A3

YWHAE-NR4A3

EWSR1-POU5F1

Ausencia de reordenamiento

No reordenamiento
EWS no reordenado, mutacién
exon 3 NRAS

Liposarcoma desdiferenciado
Liposarcoma desdiferenciado
Tumor desmoplasico de células
redondas
Rabdomiosarcoma fusocelular y
epitelioide con fusidn
Sarcoma de Ewing

Miofibroma

Carcinoma mioepitelial

Condrosarcoma mixoide
extraesquelético

Condrosarcoma mixoide
extraesquelético
Carcinoma mioepitelial
Sarcoma epitelioide central

Histiocitoma fibroso benigno
celular

Melanoma maligno fusocelular
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Localizado
Metastasico

Localizado

Metastasico

Metastdsico

Localizado

Localizado

metastasico

metastasico

localizado

Metastasico

Localizado

Metastasico

Cambio en tratamiento
sistémico
Cambio en estrategia global
No cambio en tratamiento,
pero si prondstico

Cambio en estrategia global

Cambio en estrategia global

No cambio en tratamiento,
pero si prondstico

Cambio en tratamiento
sistémico
Cambio en tratamiento
sistémico
Cambio en tratamiento
sistémico
Cambio en tratamiento
sistémico
Cambio en tratamiento
sistémico
No cambio en tratamiento,

pero si prondstico

Cambio en estrategia global




Sarcoma 6seo de bajo grado
Hemangioendotelioma
Kaposiforme vs hemangioma
Hemangioendotelioma
epitelioide vs angiosarcoma

Sarcoma vs carcinoma de
célula redonda pequefia

Sarcoma indiferenciado

Sospecha de sarcoma Ewing
Sarcoma de Ewing
Sarcoma fusocelular con
estroma mixoide, no
clasificable

Sarcoma del estroma
endometrila

Sarcoma del estroma
endometrial
Neoplasia con
reordenamiento NTRK
Sarcoma del estroma
endometrial

HMGA-FGD4
Ausencia de reordenamiento
Ausencia de reordenamiento
Ausencia de reordenamientos
EWSR1, CIC, ni mutaciones kit,
PDGFR ni amplificacion MDM?2

COL11-PDGFB

BCOR-CCNB3

EWSR1-ATF1

ZFX-PLAG1

Ausencia de reordenamiento

ACTB- GLI1

DLEU2- PLAG1

GREB1-NCOA2

Fibroma desmoplasico éseo
Hemangioma congénito
Angiosarcoma epitelioide

Carcinoma de alto grado con
difrenciacién enuroendocrina
Sarcoma uterino con
reordenamiento de COL11-
PDGFB
Sarcoma indiferenciado de célula
pequena BCOR positivo
Sarcoma de células claras

Carcinoma mioepitelial

Sarcoma de alto grado
pobremente diferenciado
Neoplasia epitelioide maligna
asociada a reordenamiento de
Glil
Lipoblastoma con cambios
fibrosos

Tumor uterino semejante a los
cordomas sexuales ovarico
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Localizado

Localizado

Localizado

Metastasico

Localizado

Localizado

Metastasico

Metastasico

Localizado

Metastasico

Localizado

Localizado

No cambio en tratamiento,
pero si prondstico

Cambio en estrategia global

Cambio tratamiento
sistémico

Cambio en estrategia global

No cambio en tratamiento

No cambio en tratamiento
Cambio en estrategia global

Cambio tratamiento
sistémico

Cambio en tratamiento
sistémico

Cambio en tratamiento
sistémico

Cambio en estrategia global

Cambio en estrategia global




PHAT (Pleomorphic
hyalinizing angiectatic
tumour of soft parts), RMDN2-RAF1

Reordenamiento de TGFBR3
o0 OGA (MGEAS5)

sarcoma fus+R89:R115o0celular
con reordenamiento de RAF1

Localizado

Cambio en estrategia global

Tabla 19. Descripcion de los pacientes en los que hay impacto en el diagndstico (diagndstico inicial-final) y comentario sobre impacto en el tratamiento
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Por lo tanto, la NGS implic6 cambios diagndsticos con un impacto
relevante en su tratamiento (cambio de tratamiento sistémico o de estrategia

global) en 19 (7.3%) del total de pacientes testados (Figura 13)

* Pacientes a los que se les realiza NGS de diagnéstico ‘

37ﬂ * Pacientes con alguna alteracién molecular patoldgica detectada por NGS ‘

” * Pacientes con alteracion molecular que implica cambio de diagndstico ‘

* Pacientes en los que el cambio de diagndstico tiene un impacto en el ‘
manejo terapéutico

7.3%

Figura 13. Resumen de la utilidad de la NGS (Archer) como apoyo al diagnostico en sarcomas.

6.3. Resultado y utilidad clinica de la NGS realizada como
prescreening molecular

De los 133 pacientes con datos de NGS de prescreening, en 72 pacientes
se realizd Amplicon,y en 61 panel VHIO 300

6.3.1. Resultados de la NGS realizada como prescreening molecular.

De los 133 pacientes en los que se realiz6 NGS de prescreening
molecular, en 88 (66%) se objetivd una o varias alteraciones moleculares

consideradas patoldgicas.

6.3.2. Utilidad clinica de la NGS realizada como prescreening molecular.

De los 88 pacientes en los que se encontré alguna alteracion
molecular patologica, en 43 (48.8%) esta alteracion se considero
potencialmente accionable o accionable: mutaciones (PI3K, ATRX,
KRAS, BRAF, BRCA2, CDKN2, NTRK, RB1, TSC2, Alk, ARID1A, EGFR,
FGFR, IDH1/2, Kit, KDR, PTCH1, CDK4), ganancias/pérdidas (MDM2,
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MYC, CDK4, MET, ATR, PI3K, SMARCB4, ARID1A). Tabla 20. Lo que

representa un 32.3% del total de pacientes testados.

p53 36 NO
PI3K 5 Potencialmente accionable
ATRX 4 Potencialmente accionable
NF1 4 NO
KMT2A/C/D 3 NO
KRAS 3 Potencialmente accionable
BRAF 2 Potencialmente accionable
BRCA2 2 Potencialmente accionable
CDKN2A 2 Potencialmente accionable
MED12 2 NO
NAB2 -
STAT6 2 NO
PDGFRA 2 Accionable
RB1 2 NO
TERT 2 NO
TSC2 2 Accionable

MDM?2 4 Accionable
Potencialmente
MYC 3 accionable

CDK4 3 Accionable

CDKN2A
RB1

P53

NF2
CHEK2
TSC1
EPHAS
FAM175A
FAT1
PAX5
NOTCH
BRCA2
ATRX

N NN DNDNNDNMNMDNWDSP OO

Tabla 20. Relacion de las alteraciones mas frecuentes: totales y accionables.
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De dichas alteraciones accionables, 39 (90 %) no eran conocidas

previamente (inmunohistoquimica, FISH realizado previamente)

De los 43 pacientes en los que se hallé una alteracion accionable, en 7

representa 5.2% del total de pacientes testados.

(16.2%) el paciente recibié un tratamiento dirigido por esa alteracion. Lo que

En la tabla 21 de se describen las caracteristicas principales y

tratamientos dirigidos recibidos.

Por tanto, 3 pacientes (2.2% del total de pacientes testados), presentan

respuesta objetiva o control de enfermedad > 6 meses

un beneficio clinico del tratamiento dirigido por NGS. Entendiendo como tal,

Tumor glémico
45 maligno

rabdomiosarcoma

fusocelular y
21 epitelioide

62 .
Liposarcoma

desdiferenciado

Liposarcoma
78 desdiferenciado

Liposarcoma
81 desdiferenciado

67 condrosarcoma

46 TMVNP en NF-1

tronco

cabezay cuello

retroperitoneo

retroperitoneo

retroperitoneo
extremidad
superior

Tronco

BRAF: ¢ 1799T>A,
p. Val600Glu (en
SOLIDO)

LOC101929418-
ALK

Amplificacion

CDK4, HMGA2,
MDM2

Amplificacion
CDK4

Amplificacion
MDM?2

IDH 1:R132 PCR

SPECC1L- NTRK3

12 linea

22 linea

22 linea

22 linea

22 linea

22 linea

12 linea

Encorafenib
uso 19
compasivo meses

Alectinibuso 4
compasivo meses

Miladetaman 2
en EC meses

HDM2+CDK4 3
EC meses

HDM2+ CDK4 13
EC meses

inhibidor IDH 6.3
en EC meses

2.7
Larotrectinib meses

CR

PD

PD

PD

PR

SD

SD

NA

10
meses

6.5
meses

16.5
meses

26.5
meses
32
meses
7.5
meses
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Tabla 21. Descriptiva de los pacientes con alteracion accionable que reciben tratamiento dirigido con detalle
del tratamiento, PFS (supervivencia libre de progresion) y tiempo hasta el éxitus tras inicio de tratamiento
dirigido.

M: Masculino. F: Femenino. EC: Ensayo clinico. CR: Respuesta completa.PR: Respuesta parcial. SD:

Enfermedad estable. PD: Progresion.

La TMB (carga mutacional) mediana fue de 5.97 (rango 1.49-20.9), con los
valores mas altos para un paciente con Pecoma y otro con leiomiosarcoma

intestinal (éste ultimo en contexto de sindrome de Lynch).

e * Pacientes a los que se les realiza NGS de prescreening 100%
0

66% | * Pacientes con alguna alteracién molecular patoldgica 60-97%

* Pacientes con alteracién molecular potencialmente accionable/accionable [FEE

5.2% | ® Pacientes que reciben tratamiento dirigido por NGS

¢ Pacientes con beneficio de tratamiento dirigido NGS

€€

Figura 14. Resumen de la utilidad de la NGS como prescreening molecular en sarcomas: a la izquierda los

descritos en la presente serie y a la derecha los de la literatura.
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Discusion

7.1. La NGS es una herramienta atil en el diagnéstico de casos
seleccionados tras una correcta valoracion por patélogos

expertos en sarcomas.

Aunqgue la base del diagnéstico patolégico sigue siendo la morfologia y la
inmunohistoquimica en un contexto clinico adecuado, las distintas técnicas de
biologia molecular como FISH y PCR, se han utilizado tradicionalmente en el
diagnéstico de los sarcomas como apoyo al diagnostico. La incorporacion de la

NGS ha permitido refinar el proceso en determinados casos.

Asi, la ultima clasificacion de la OMS 2020%, ha introducido nuevas
entidades con patron clinico, patoldgico, historia natural y en algunos casos
manejo terapéutico diferencial, que Unicamente se pueden diagnosticar por
medio de biologia molecular. Tal es el caso de los sarcomas con fusiones de
NTRK. Aunque representen un porcentaje reducido de pacientes, el bloqueo con
inhibidores especificos como larotrectinib o entrectinib ha demostrado
respuestas profundas y prolongadas en una altisima proporcién de pacientes con
dicha alteracion. Otro ejemplo lo constituyen los tumores antiguamente
conocidos como Ewing-like, que incluyen sarcomas de células redondas con
fusiones EWSR1- no ETS o reordenamientos de CIC. Aunque a dia de hoy
desconocemos su tratamiento 6ptimo, si que es reconocida en el caso de CIC,

una menor sensibilidad a los tratamientos estdndar de Ewing, con peor
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prondstico y en muchos casos se invierte la secuencia de tratamiento,

adelantando el tratamiento quirdrgico.

En nuestra serie solo pudimos identificar a un paciente con una fusion de
NTRK, en el contexto de una neurofibromatosis, pero si se identificé un nimero
importante de pacientes en los que la NGS ha servido para confirmar el
diagnéstico de sospecha de tumores de células redondas (lo que hemos
clasificado como cambio diagnéstico menor) o el diferencial con carcinoma
mioepitelial y otros sarcomas. Asi, la NGS fue util en 25 pacientes (9.7%) del
total y en 19 (7.3%), ésta implicé cambios diagnosticos con un impacto relevante
en su tratamiento (cambio de tratamiento sistémico o de estrategia global). Estos
cambios fueron tanto entre tumores benignos/malignos como entre distintos tipos

de sarcomas o tumores de estirpe epitelial.

Para poner nuestros datos en contexto, en el estudio francés GENSARC,
con 384 pacientes de histologias seleccionadas (dermatofibrosarcoma
protuberans liposarcoma desdiferenciado, sarcoma de la familia de Ewing,
sarcoma sinovial, rabdomiosarcoma alveolar, liposarcoma mixoide de células
redondas) revisados por patélogos expertos, el uso de técnicas de biologia
molecular (principalmente FISH y PCR) supuso una modificacion relevante del

diagnéstico y tratamiento en un 11.7%%!

Finalmente, dado que las alteraciones moleculares halladas raramente
son patognomonicas de una entidad concreta, sino que muchas son compartidas
por varias entidades, la NGS no es suficiente para establecer un diagnostico por
si sola y es necesario integrarla de manera ordenada dentro del proceso

diagnéstico.

Por lo tanto, la NGS tiene utilidad en la confirmacion diagndstica
principalmente en casos indiferenciados o de células redondas en los que el
patélogo no ha podido concluir el diagnoéstico a pesar del correcto estudio

morfolégico e inmunohistoquimico por un patélogo experto.
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7.2. La NGS en la busqueda de opciones de tratamiento en

pacientes con sarcomas es poco rentable en la actualidad.

En nuestra serie s6lo un 5.2 % de pacientes recibié tratamiento guiado
por los hallazgos de NGS y s6lo 2.2% tuvieron un beneficio clinico sustancial
(respuesta objetiva o control de la enfermedad >6 meses o por encima de lo

esperado para su subtipo histolégico y linea de tratamiento).

Las alteraciones accionables y tratadas mas frecuentes fueron la
amplificacion de MDM2 y CDK4. Sin embargo, estas alteraciones se encontraron
en liposarcomas desdiferenciados, donde la deteccién de la amplificacion se
hace de rutina en el momento del diagndstico y por medios mas econdmicos

(Inmunohistoquimica/FISH).

El porcentaje de pacientes de nuestra serie es acorde con la escasa
literatura disponible, en la que sélo un 8% de los pacientes se trata de acuerdo
a datos de NGS y de estos, cerca de un 25% (2-9% del total de pacientes
testados) tiene un beneficio clinico del mismo, definido como respuesta objetiva

0 estabilizacidon >6 meses.

Parte de las diferencias de resultados entre las distintas series se debe a
los criterios elegidos para definir una alteracion como accionable, a los distintos
genes incluidos en las diferentes plataformas (como es l6gico se capturan mas
alteraciones en los paneles que incluyen mayor nimero de genes, aunque no
esta clara su rentabilidad final), al bajo nimero y heterogeneidad de pacientes

de cada subtipo histolégico.

Por otro lado, el gran nimero de pacientes que tienen una alteracion
considerada accionable y que finalmente no reciben un tratamiento dirigido,
puede estar relacionado con la dificultad de acceso a los farmacos diana y al
momento de realizacion del test. En la mayoria de los casos, el acceso es a
través de ensayos clinicos dirigidos o como uso compasivo individual, situacién
que puede ser muy distinta segun la regidon donde se encuentre el paciente o su

capacidad para trasladarse a otra region. Esto deriva en inequidades dentro del
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mismo sistema sanitario, que sera necesario afrontar en el futuro. En nuestro
centro, a pesar de contar con una unidad de fases | bien dotada en cuanto a
opciones de ensayos clinicos, el porcentaje de pacientes tratados de manera
dirigida por NGS se mantuvo en el margen inferior de la literatura mencionada.
Parte de la razon podria estar en el alto numero de pacientes que consultan
desde otras comunidades autbnomas y que finalmente por cuestiones logisticas
y de valoracion beneficio/riesgo y calidad de vida, eligen tratamientos
convencionales para evitar la carga fisica, econémica y psicoldgica de los

traslados frecuentes por visitas de seguridad y tratamiento.

Por altimo, muchos pacientes realizan NGS en momentos avanzados de
su enfermedad y el deterioro de su estado general hace que finalmente no
puedan acceder al tratamiento dirigido o su beneficio pueda ser potencialmente
menor. En nuestra serie, casi la totalidad de los pacientes accedieron a NGS
con intencién de prescreening con la enfermedad en situacion metastasica. No
nos es posible comparar estos datos con otras series ya que no aparecen
reportados en la literatura.

Por tanto, a dia de hoy y con las plataformas estudiadas, el nUmero de
pacientes que obtiene un beneficio clinico relevante del uso de NGS para
busqueda de alternativas de tratamiento es pequefio, por lo que parece
razonable seleccionar a los pacientes que en caso de hallarse una alteracion
accionable fueran candidatos a participar en ensayo clinico por su estado
general y deseo. También parece aconsejable, no retrasar excesivamente la
realizacion de NGS en los pacientes candidatos y lo mas importante, informar

claramente al paciente de las expectativas de beneficio del test.

7.3. La NGS es una herramienta atil en la investigacion en el
campo de los sarcomas y podria ayudar a identificar candidatos

a nuevas opciones de tratamiento en un futuro cercano

A pesar de las limitaciones del uso de la NGS, especialmente como

prescreening, si que hay un porcentaje de pacientes que se beneficia de su
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realizacion y en el futuro esta proporcion deberia ir aumentando a medida que

avanza el conocimiento en diversos campos.

Uno de los puntos relevantes a contestar, es si un tratamiento dirigido por
NGS aporta un beneficio superior a un tratamiento estandar dirigido por el
histotipo tumoral. Para ello seran importantes los resultados de estudios

randomizados.

Por otro lado, la realizacion de NGS con fines de investigacion, los
estudios basket con cohortes especificas segun alteracién y sobre todo la
comparticién de los datos clinicos y moleculares, permitira en un futuro no tan
lejano, tener suficiente informacion sobre el significado de determinadas
alteraciones en uno o varios histotipos que a dia de hoy son variantes de
significado incierto. Tal ha sido el caso de los reordenamientos de NTRK, que se
han demostrado como relevantes independientemente del tipo tumoral
(agndsticos) y cuentan con tratamientos especificos o como los inhibidores de
ALK en tumor miofibroblastico inflamatorio.

Por ultimo, algunas alteraciones frecuentes y consideradas patogénicas
en la mayoria de los tumores, pero que tradicionalmente se habian considerado
no accionables, como p53, quizas dejen de serlo y permitan beneficiar a un

namero importante de pacientes.

Asi, hace s6lo 1 afio, se presentaron los resultados del estudio fase |
PYNNACLE con PC14586, un inhibidor selectivo de p53 Y220C, capaz de
restaurar su funcion'#?. Los investigadores reportaron una tolerancia correcta,
respuesta objetiva en 5/21 pacientes incluidos y estabilizacion en la mayoria de
los pacientes. Esta mutacion especifica, est4 presente en hasta 2.9% de los
sarcomas de partes blandas y 1.2% de los 6seos (rabdomiosarcoma,
leiomiosarcoma, sarcoma NOS y osteosarcoma)!43. A mediados de 2024, el
estudio fase Il de registro para pacientes con mutacién tp53 Y220C y kras wild-
type, estara disponible en nuestro centro. Aunque en nuestra serie

lamentablemente no hemos detectado ningln paciente con esta mutacion
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especifica, este caso ilustra la importancia de la NGS con fines de investigacion

como llave para nuevas opciones de tratamiento en un futuro cercano.

7.4. Limitaciones

Una limitaciéon de este estudio es que los casos han sido obtenidos en 2
centros de referencia con patélogos expertos en sarcomas, por lo que la muestra
puede no ser representativa de lo que se observa en centros con menos
experiencia. Patdlogos con menos experiencia podrian tender mas a solicitar
mas estudios complementarios, incluida NGS de apoyo, pero, por otro lado, su
acceso a las distintas plataformas quizas esté mas limitado.

En segundo lugar, el hecho de que ambos sean centros de referencia, que
reciben pacientes para valoracion completa, pero también sélo para revision
patologica, ha provocado que la informacién clinica no sea completa en todos

los casos.
Finalmente, el escaso numero de pacientes tratados segun NGS ha

imposibilitado realizar un analisis estadistico cuantitativo y Unicamente se ha

podido realizar un estudio descriptivo.
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Conclusiones.

1. La utilizacion de plataformas de NGS puede contribuir a mejorar el diagnostico
patologico de los sarcomas tras una correcta valoracion de la morfologia e
inmunohistoquimica por parte de un patolégo experto en un porcentaje
significativo de casos, especialmente tumores indiferenciados y de células
redondas.

2. La correcta identificacion del subtipo histologico, implica cambios relevantes
en el tratamiento aplicado.

3. El uso de NGS puede ayudar a encontrar alteraciones moleculares
accionables en los pacientes con sarcoma en una proporcion significativa de

pacientes.

4. De los pacientes con alteraciones accionable, sélo un pequefio porcentaje
reciben un tratamiento especifico para ellas y menos aun derivan un beneficio

clinico de dicho tratamiento.

5. Aunque su utilidad clinica como prescreening (busqueda de alteraciones
accionables para seleccion de tratamientos) es a dia de hoy baja, si tiene
sentido su uso a nivel de investigacion, ya que, por un lado, nos permite
avanzar en el conocimiento de las distintas entidades y por otro, alteraciones

gue no son accionables, pueden serlo en el futuro.
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Lineas de futuro

La bibliografia ha demostrado que la revision patolégica por un patologo
experto en sarcomas contribuye a llegar al diagnéstico final (usando medios
mucho mas econdmicos como la morfologia, la inmunohistoquimica o estudios
moleculares como PCR o FISH) en un mayor porcentaje de pacientes que el uso
de NGS de por si, como en el presente estudio (40% vs 7% respectivamente)?L.
Por lo tanto, en un sistema sanitario publico, donde los recursos son limitados,
para optimizar el potencial de las plataformas de NGS en el proceso diagnéstico
de los sarcomas de partes blandas y 6seos, su uso deberia restringirse a
servicios de anatomia con experiencia en sarcomas. A su vez, para mantener
el principio de equidad del sistema, cualquier paciente, independientemente de
su comunidad autonoma de residencia, deberia tener acceso a la revision de
diagnostico patolégico por un patélogo experto, y dicho acceso deberia estar
regulado, estandarizado y financiado por el propio sistema sanitario, como ocurre
en otros paises de nuestro entorno. Los resultados del presente trabajo, seran
compartidos con GEIS (Grupo Espariol de Investigacién en Sarcomas), que a su
vez los podra incorporar junto con los datos que se deriven del proyecto
IMPERAS (impacto de la revision patologica por patdlogo experto en calidad de
vida y socioeconomia) como evidencia a presentar en las reuniones con 6rganos
decisores, como consejerias y ministerio de sanidad, sobre la situacion de los

pacientes con sarcomas en Espafa.

Por otro lado, dada la baja utilidad final del uso de NGS como herramienta
de prescreening para la busqueda de opciones de tratamiento alternativas, los
presentes resultados deberian servir para ayudar a los clinicos a transmitir
correctamente la informacion a los pacientes y modular sus expectativas cuando
sus muestras son sometidas a un test de NGS como los utilizados en la presente
tesis. Su uso también deberia estar limitado a centros con experiencia (o centros

con buena comunicacion con dichos centros expertos) y con equipos
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multidisciplinares capaces de interpretar los resultados de NGS en el contexto
clinico del paciente y vincularlos a estudios clinicos en marcha o usos
compasivos que puedan beneficiar al paciente. Esto sera mas importante a
medida que los costes de las plataformas de NGS se vayan reduciendo y sean

mas accesibles.

Al contrario de las plataformas de NGS utilizadas con fines de
investigacion, que si deberian mantener paneles mas amplios para permitir el
descubrimiento de nuevas alteraciones y entidades, idealmente, las plataformas
de NGS de prescreening usadas de rutina podrian irse customizando segun el
tipo de tumor a testar, limitando el nUmero de genes a las alteraciones mas

frecuentemente encontradas y accionables en dicho tipo tumoral.

En todos los casos, el mantenimiento y analisis peridédico de un registro
de sarcomas donde se integre la informacion clinica, patolégica y de biologia
molecular, serd de vital importancia para avanzar en el conocimiento de los
sarcomas y que éste pueda cristalizarse en mejores opciones para los pacientes
del futuro. Y por supuesto, la generacion de evidencia randomizada prospectiva
como el estudio fase Il/lll MULTISARC, que randomiza a los pacientes con un
diagnostico de sarcoma confirmado por un patélogo central experto, a recibir

tratamiento seguin NGS vs tratamiento estandar.44
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