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Resumen

Introducción: La integración de tecnologías moleculares en la práctica clínica es fundamental para el diagnóstico y la 
estratificación del riesgo en las neoplasias hematológicas. La secuenciación masiva (NGS, next-generation sequencing) ha 
permitido caracterizar el perfil genómico de los linfomas B y T/NK, identificando mutaciones, variaciones en el número de 
copias y genes de fusión recurrentes. Este avance ha motivado la elaboración de recomendaciones específicas para su 
aplicación clínica. Objetivo: Desarrollar una guía de consenso que defina los genes y las alteraciones genéticas prioritarias 
que deben evaluarse mediate NGS en los linfomas B y T/NK. Método: El Grupo de Biología Molecular en Hematología 
(GBMH), en colaboración con un panel de expertos, revisó la bibliografía reciente y las principales clasificaciones interna-
cionales (Organización Mundial de la Salud, International Consensus Classification y European LeukemiaNet). Mediante 
discusión estructurada y consenso, se seleccionaron los genes y las regiones cromosómicas de mayor relevancia clínica, 
clasificándolos en niveles de evidencia (obligatorios, recomendables y opcionales) en función de su utilidad en el diagnós-
tico, el pronóstico y el tratamiento. Resultados: Se consensuó los genes y alteraciones estructurales más relevantes para 
los linfomas B y T/NK. La guía proporciona recomendaciones prácticas para la implementación de paneles dirigidos de NGS 
en la práctica clínica donde su uso puede aportar un beneficio diagnóstico y pronóstico significativo. Conclusiones: Estas 
recomendaciones constituyen la primera guía de consenso nacional para la aplicación de paneles dirigidos de NGS en los 
linfomas B y T/NK. Su adopción favorecerá la estandarización de la práctica diagnóstica y contribuirá a una mejor clasifica-
ción y un adecuado manejo de los pacientes.
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Introducción

Las neoplasias de células B y de células T/NK son 
tumores clonales de células B, T y NK en diferentes 
momentos de diferenciación. Debido a que las células 
NK y los linfocitos T comparten fenotipo y funciones, 
se suelen considerar juntos en muchos aspectos.
- Linfomas B: las neoplasias de células B tienden a

mimetizar estadios normales de células B, en esto
se suelen basar la clasificación y la nomenclatura1-3.
La diferenciación normal se inicia en la médula ósea
y maduran en los tejidos periféricos linfoides.

- Linfomas de células T: los linfocitos T provienen de
un precursor T de la médula ósea, maduran y ad-
quieren sus funciones en el timo1-3.
La frecuencia de los síndromes linfoproliferativos cró-

nicos B (SLPc-B) se muestra en la figura 1, siendo los 
más habituales el linfoma folicular, la leucemia linfática 
crónica, que se desarrolla en un capítulo específico, o 
el linfoma B difuso de células grandes (LBDCG).

Método

Existen diferentes tipos de muestras según la técnica 
empleada para obtenerlas: exéresis de adenopatía, biop-
sias con aguja gruesa (BAG), punción-aspiración con 
aguja fina (PAAF), sangre periférica (biopsia liquida). La 
variabilidad metodológica, tanto en la prefijación como 
en la preservación del tejido, puede afectar a la calidad 
del ADN/ARN que obtengamos para trabajar.

Transporte de la muestra

El periodo transcurrido entre la obtención de la mues-
tra y el inicio de la fijación es crucial para unos resultados 
óptimos en las pruebas moleculares. Un tiempo de 
isquemia fría de 1 hora se considera adecuado y está 
apoyado por la bibliografía4. Es crucial para el análisis 
de ARN que este tiempo sea el menor posible, ya que 
este se degrada fácilmente5. En el caso de sangre peri-
férica para la obtención de ADN genómico (ADNg) o 
biopsia líquida (ADNcf), es recomendable que el trans-
porte se realice en tubos Streck (contienen un estabili-
zante que impide la liberación de ADN genómico). Este 
sistema permite que el ADNcf y el ADNg sean estables 
hasta 14 días a una temperatura de 6 a 37 °C.

Fijación

La inclusión en parafina, con una fijación previa de 
la muestra, es el método más común para preservar y 
almacenar muestras de biopsia sólida6,7. El formalde-
hído, en forma de solución de formol tamponada neutra 
al 10%, es el fijador más utilizado5. El volumen del 
fijador debe ser el adecuado y depende del tamaño de 
la muestra. El tiempo de fijación es un aspecto crucial, 
ya que la subfijación puede conducir a la degradación 
de ácidos nucleicos o a un cambio en la expresión, 
mientras que la sobrefijación puede resultar en una 
fragmentación excesiva del ADN5. Se considera que el 
tiempo adecuado para biopsias pequeñas está entre 

Sangre. (ahead of print)

Palabras clave: Linfomas B y T/NK. Secuenciación masiva (NGS). Guías de consenso.

Abstract

Introduction: The integration of molecular technologies into clinical practice is essential for the diagnosis and risk stratification 
of hematologic neoplasms. Next-generation sequencing (NGS) has enabled the genomic characterization of B- and T/NK-ce-
ll lymphomas, identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advance has motivated the de-
velopment of specific recommendations for its clinical application. Objective: To develop a consensus guideline defining the 
priority genes and genetic alterations to be assessed by NGS in B- and T/NK-cell lymphomas. Method: The Molecular Biolo-
gy Group in Hematology (GBMH), in collaboration with a panel of experts, reviewed recent literature and the main internatio-
nal classifications (World Health Organization, International Consensus Classification and European LeukemiaNet). Through 
structured discussion and consensus, genes and chromosomal regions of highest clinical relevance were selected and cate-
gorized into levels of evidence (mandatory, recommended, and optional) based on their diagnostic, prognostic, and therapeu-
tic utility. Results: A panel of genes and structural alterations relevant to B- and T/NK-cell lymphomas was agreed upon. The 
guideline provides practical recommendations for the implementation of targeted NGS panels in route clinical practice, highli-
ghting where their use may provide significant diagnostic and prognostic benefit. Conclusions: These recommendations 
constitute the first national consensus guideline for the application of targeted NGS panels in B- and T/NK-cell lymphomas. 
Their adoption will promote the standardization of diagnostic practice and contribute to improved classification and manage-
ment of patients.

Keywords: B and T/NK lymphomas. Next generation sequencing (NGS). Consensus guidelines.
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las 6 y las 12 horas (no más de 24 horas), y 24 horas 
para piezas grandes con un límite de 72 horas8. En 
cuanto al efecto sobre el ARN, varios estudios coinci-
den en que la duración optima de la fijación para espe-
címenes de parafina está entre las 8 y las 48 horas 
(6-14). El pH es un parámetro critico que afecta a la 
calidad del rendimiento de los ácidos nucleicos; el 
tejido fijado en formaldehído a pH bajo se caracteriza 
por un daño extenso del ADN en comparación con el 
tejido fijado en pH neutro4.

Almacenamiento

El almacenamiento de bloques de parafina a tempe-
ratura ambiente (18-25  °C) durante más de 3 años 
afecta negativamente a su uso en estudios de NGS. El 
ARN extraído de bloques de parafina almacenados 
durante más de 2 años posee menor eficiencia en la 
amplificación del ARNm9.

Extracción de ADN y ARN

El desparafinado se puede realizar con xilol, aunque 
el aceite mineral, el hexadecano, el pentadecano o el 
tetradecano, pueden dar rendimientos superiores de 
ADN/ARN. A continuación, se realiza una digestión con 
proteínasa K, en la que se eliminan las proteínas con-
taminantes, incluidas las ADNasas o ARNasas. Tras la 
digestión, podemos revertir los enlaces cruzados de 
formaldehído con un paso de calentamiento, después 
de lo cual se purifica el ADN/ARN, mediante el uso de 
una columna de sílice o tecnología de bolas magnéti-
cas10. En los casos de extracción de ADN a partir de 
FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded), se 

recomienda solicitar varios cortes, ya que la eficiencia 
de la extracción está condicionada por el tipo de corte 
del que partamos. Por tanto, se recomienda realizar la 
extracción de ADN con un mínimo de 3-4 cortes de 
10 micras para obtener la máxima cantidad de ADN.

En el paso final de elución del ADN del protocolo de 
extracción a partir de FFPE es muy importante saber 
si el buffer de elución contiene ácido etilendiaminote-
traacético (EDTA), ya que si esa muestra se va a utilizar 
para ensayos de NGS ese componente puede afectar 
al paso inicial de tagmentación. En estos casos existen 
dos opciones para eliminar el EDTA de la muestra:
-	Repurificar el ADN con bolas magnéticas (3X) y eluir 

en un nuevo tampón sin EDTA (Tris-HCl 10  mM, 
pH 8; o agua).

-	Directamente eluir en agua. De esta manera, se evita 
la repurificación con bolas magnéticas donde se pue-
de perder cantidad de ADN.
En los casos de sangre periférica para obtener 

ADNcf se recomienda extraer el plasma lo más pronto 
posible una vez recibida la muestra y cogerlo a −80 °C 
si no se va a proceder seguidamente a la extracción 
de cfDNA.

Otro tipo de muestra a considerar para el análisis 
genético de linfomas es la biopsia de tejido fresco. En 
estos casos, se recomienda la extracción de ADN/ARN 
una vez se reciba la muestra. Este tipo de muestra 
permite obtener concentraciones y calidad de ADN/
ARN mucho mejores que las muestras de FFPE. En 
este tipo de muestra se deben seguir las mismas reco-
mendaciones en cuanto al buffer de elución utilizado 
en el proceso de extracción del ADN.

Determinación de la calidad y la cantidad 
de los ácidos nucleicos

La cantidad de ADN requerida para NGS va a depen-
der de la plataforma, el tamaño del panel de genes y 
el método de enriquecimiento. Para su uso en NGS es 
necesario llevar a cabo una determinación de la cali-
dad y la cantidad de los ácidos nucleicos de partida. 
Los métodos de cuantificación más comunes son la 
espectrofotometría, la fluorometría y la prueba de reac-
ción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)11. 
También podemos usar la TapeStation® o el 
Bioanalyzer® (Agilent Technologies). Ambos sistemas 
nos permiten el cálculo del DIN/RIN (número de inte-
gridad del ADN/ARN) que va desde 1 (degradado) a 10 
(intacto). En ciertos protocolos de NGS este cálculo del 
DIN/RIN es necesario para determinar el tiempo de 
tagmentación. En aquellos casos en los que tengamos 

37 │ LBCDG

12 │ LLC
Linfoma del manto │ 7,2

Linfoma marginal nodal│ 2

Linfoma MALT │ 9

Linfoma folicular │ 29

3 │Linfoma mediastínico
primario 

0,8 │Linfoma de Burkitt

Linfoma plasmocítico│0 0 │Linfoma marginal
esplénico

Figura 1. Frecuencia de los síndromes linfoproliferativos 
crónicos B (SLPc-B).LBCDG: linfoma B difuso de células 
grandes; LLC: leucemia linfocítica crónica; MALT: tejido 
linfoide asociado a mucosas.
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una concentración muy baja de ADN, lo que suele ser 
bastante común en muestras de FFPE, y no podamos 
determinar este parámetro, se deberá ajustar el tiempo 
de tagmentación al mínimo posible de acuerdo con las 
instrucciones del protocolo en uso.

El porcentaje tumoral requerido para la NGS depende 
de la sensibilidad de la plataforma. La sensibilidad 
analítica para las variantes de baja frecuencia es apro-
ximadamente del 5 al 10%. Dado que la mayoría de los 
tumores son heterocigotos y las mutaciones somáticas 
suelen afectar a uno de los dos alelos de los oncoge-
nes, la fracción tumoral mínima dentro de áreas selec-
cionadas debe ser, al menos, del 10 al 20%6.

Recomendaciones en la preparación de librerías en 
muestras de ADN (FFPE/tejido fresco o biopsia líquida):
-	Muestras de FFPE/tejido fresco:
•	 Eluir el ADN en un buffer sin EDTA para evitar 

fallos en el protocolo de tagmentación.
•	 En aquellas muestras en las que la concentración 

inicial sea muy inferior a la indicada en el protocolo 
se puede concentrar la muestra mediante vacío.

-	Muestras de biopsia líquida:
•	 Partir del mayor volumen posible de plasma para, 

en el momento de extracción del ADN, poder tener 
una elevada representación de la heterogeneidad 
del tumor en función de ese cfDNA.

•	 No es necesario realizar el paso de tagmentación 
en estas muestras, ya que de por sí son muestras 
muy degradadas.

Consideraciones para muestras de FFPE, tejido 
fresco y/o biopsia líquida:
-	Realizar reparación de extremos. Teniendo en cuen-

ta que en estas muestras el ADN está fragmentado 
o parcialmente degradado, este ADN suele tener 
extremos cohesivos. Para evitar que el ADN con 
estos extremos cohesivos se empareje con otro ADN 
se debe modificar para convertirlo en ADN con ex-
tremos romos. Esto permitirá la unión de adaptado-
res necesarios para el proceso de secuenciación.

-	Uso de UMI (unique molecular identifier). Son se-
cuencias cortas de oligonucleótidos que se añaden 
de forma exclusiva a cada molécula de ADN antes 
de la preparación de la librería con el fin de crear 
una identidad diferente para cada una. Tras la se-
cuenciación, es posible identificar con precisión las 
copias producidas durante la PCR a partir de cada 
fragmento de ADN, ya que tienen idénticas coorde-
nadas de alineación y secuencia de UMI. Dado que 
cada ADN del que se parte está etiquetado con un 
código de barras único, el análisis bioinformático es 
capaz de filtrar los posibles errores producidos 

durante la generación de las librerías y la secuencia-
ción con un alto nivel de precisión y analizar exclu-
sivamente las lecturas correctas. Esto permite redu-
cir el número de duplicados y de esta manera 
aumentar la sensibilidad. Es muy recomendable su 
uso, dado que en este tipo de muestras se suele 
generar mayor número de duplicados.

-	Cartucho de secuenciación masiva. Antes de realizar 
la secuenciación, confirmar que el cartucho que se 
va a utilizar es la versión más reciente y que tienen 
los ciclos suficientes para realizar la lectura de UMI.

Estudios para realizar mediante el empleo 
de paneles de secuenciación masiva

Los linfomas se caracterizan por presentar translo-
caciones características. En la tabla 1 se observan 
algunas de las más relevantes y diagnosticas de algu-
nos tipos de linfoma B y T. Habitualmente, estas alte-
raciones se detectan mediante hibridación in situ 
fluorescente (FISH).

Revisión de las alteraciones genéticas 
para estudiar mediante secuenciación 
masiva

En los últimos anos, gracias al avance de las tecnolo-
gías de NGS en el campo de las neoplasias hematológi-
cas, conocemos mejor las características genómicas de 
los linfomas. Algunas de estas alteraciones genéticas nos 
ayudan en el diagnóstico, el pronóstico y la selección del 
tratamiento. En la tabla 2 se muestran las alteraciones 
genéticas (variantes puntuales o inserción/deleción 
[indel]) más frecuentes y relevantes clínicamente en cada 
tipo de linfoma. Algunas de estas alteraciones todavía no 
tienen una utilidad clínica clara, por lo que en cada uno 
de los capítulos, en función del tipo de linfoma, hemos 

Tabla 1. Translocaciones más habituales en función del 
tipo de linfoma

Tipo de linfoma Alteración 
genética

Genes de 
fusión

Linfoma del manto t(11;14) (q13;q32) CCND1‑IGH

Linfoma folicular t(14;18) (q32;q21) BCL2‑IGH

Linfoma de Burkitt t(8;14) (q24;q32) MYC‑IGH

Linfoma MALT t(11;18) (q21;q21) BIRC3‑MALT1

Linfoma T anaplásico ALK+ t(2;5) (p23;q35) ALK‑NPM1

MALT: tejido linfoide asociado a mucosas.
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marcado cuáles de estas alteraciones son de uso obliga-
torio, recomendado o simplemente son opcionales, ya 
que son alteraciones frecuentes. La selección de genes 
ha sido consensuada entre los autores sabiendo que es 
un campo muy activo y con altas probabilidades de modi-
ficarse en los siguientes años. Por el momento, pocos de 
estos genes se estudian en la rutina asistencial, pero 
creemos que en un futuro cercano se irán incorporando 
estos estudios y esta guía nos podrá ayudar a seleccio-
nar los genes más relevantes en estas afecciones.

Por otro lado, en la tabla suplementaria 1 se mues-
tran las alteraciones estructurales (translocaciones y 
alteraciones en el número de copias [CNV]) que han 
sido consensuadas por el grupo en cada subtipo de 
linfoma. En este momento, la NGS no está todavía 
estandarizada para el estudio de estas alteraciones, 
pero de alguna manera nos gustaría que quedasen 
reflejadas en estas guías.

Posteriormente, se encontrará un artículo dedicado 
a cada tipo de linfoma donde entraremos en más deta-
lle acerca de la utilidad clínica de cada uno de los 
genes seleccionados.

Clasificación de los diferentes tipos de 
linfoma

Síndromes linfoproliferativos B

-	Linfoma de Hodgkin.
-	Linfoma no Hodgkin:
•	 Linfoma marginal (linfoma esplénico de la zona 

marginal, linfoma MALT [de tejido linfoide asociado 
a mucosas], linfoma marginal nodal).

•	 Linfoma folicular (linfoma testicular, linfoma folicu-
lar in situ, linfoma duodenal, linfoma pediátrico, 
linfoma con reordenamiento de IRF4).

•	 Linfoma del manto.
•	 LBDCG (en este capítulo se va a incluir el LBDCG 

sin especificar [NOS], el linfoma de alto grado, el 
linfoma primario del sistema nervioso central 
[SNC], el linfoma primario cutáneo, el LBDCG virus 
de Epstein-Barr [EBV] +, el linfoma primario me-
diastínico, el linfoma intravascular, el linfoma ALK+ 
y el linfoma plasmoblástico).

•	 Linfoma de Burkitt.
•	 Linfoma plasmocítico/macroglobulinemia de 

Waldenström.

Síndromes linfoproliferativos T

Linfoma T/NK.
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Además, en la tabla suplementaria 2 se muestra la 
frecuencia y la función por orden alfabético de cada 
uno de los genes seleccionados.
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