Terapias avanzadas

LA SECUENCIACION DE ARN DE
LECTURA LARGA Y SU APLICACION
EN EL DIAGNOSTICO DE SARCOMAS,
LINFOMAS Y LEUCEMIAS

La medicina de precision en oncologia depende cada vez mas de la capacidad para
identificar alteraciones moleculares especificas que permitan clasificar correctamente los
tumores y seleccionar terapias dirigidas. Sin embargo, en canceres complejos como los
sarcomas, los linfomas y las leucemias, muchas alteraciones genéticas relevantes continian
pasando desapercibidas con las técnicas convencionales de diagndstico molecular.

En este contexto, la secuenciacion de ARN mediante lectu-
ras largas (long-read RNA sequencing, LR-RNASeq) emerge
como una tecnologia prometedora para mejorar el diag-
nostico molecular y la estratificacion terapéutica de estos
tumores.

A diferencia de los andlisis centrados exclusivamente
en el ADN, la transcriptémica permite observar qué genes
estan realmente activos en el tumor. Mientras que el ADN
representa el conjunto de instrucciones genéticas, el ARN
refleja qué mecanismos celulares estan funcionando en un
momento concreto. Esta diferencia resulta especialmente
relevante en tumores con gran heterogeneidad molecular,
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donde pequefias variaciones pueden modificar el prondstico
y la respuesta terapéutica.

Las tecnologias tradicionales de secuenciacion de ARN
basadas en lecturas cortas requieren fragmentar previa-
mente las moléculas de ARN y reconstruir posteriormente
los transcritos mediante ensamblaje bioinformatico. Aunque
esta aproximacion ha transformado la gendmica clinica
durante la Ultima década, presenta limitaciones importan-
tes para la caracterizacion precisa de fusiones génicas,
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eventos de splicing alternativo e isoformas transcriptémicas
complejas.

La secuenciacion de ARN por lecturas largas permite
analizar moléculas completas de ARN en una sola lectura,
eliminando gran parte de la ambigiiedad asociada al ensam-
blaje computacional. Esto facilita la identificacion precisa de
puntos de ruptura, exones implicados, variantes de splicing y
transcritos de fusién completos.

El avance resulta especialmente relevante en sarcomas,
linfomas y leucemias, enfermedades donde las fusiones
génicas son determinantes diagndsticos y terapéuticos.
En el sarcoma de Ewing, por ejemplo, aproximadamente el
85-90% de los casos presentan fusiones EWSRT-FLIT, fun-
damentales para confirmar el diagndstico molecular. En leu-
cemias, alteraciones como BCR-ABL1, RUNXT-RUNXT1TT o
los reordenamientos de KMT2A condicionan el prondéstico y
la seleccion terapéutica (Jain & Cortes, 2025). De forma simi-
lar, fusiones como NPMT1-ALK permiten identificar pacientes
con linfoma anapldsico de células grandes candidatos a tera-
pias dirigidas frente a ALK.

Mas alla de detectar fusiones génicas

Uno de los principales beneficios de la transcriptémica
de lectura larga es que no solo detecta la existencia de una
fusién genética, sino también si esa alteracién se expresa
realmente y genera un transcrito funcional.

Esta capacidad aporta informacion clinica de gran valor.
Algunas fusiones detectadas a nivel genémico pueden no
traducirse en proteinas activas, mientras que otras generan
isoformas aberrantes asociadas a resistencia terapéutica o

Terapias avanzadas

mayor agresividad tumoral.

Ademds, LR-RNASeq permite identificar eventos de spli-
cing alternativo y cuantificar distintas isoformas transcrip-
témicas. En tumores como el rabdomiosarcoma, el linfoma
difuso de células B grandes o determinadas leucemias agu-
das, diferentes isoformas de un mismo gen pueden aso-
ciarse a comportamientos bioldgicos distintos y respuestas
terapéuticas variables.

Impacto diagnéstico y reclasificacion tumoral

Diversos estudios recientes demuestran que la incorpora-
cién del andlisis transcriptémico mejora significativamente
el rendimiento diagndstico respecto a las técnicas conven-
cionales basadas exclusivamente en ADN.

La secuenciacion de ARN puede aumentar hasta en un
15% la tasa diagndstica en casos previamente negativos tras
secuenciacion de exoma (Peymani et al., 2022). En sarcomas
pedidtricos, el uso de RNA-Seq ha permitido confirmar o refinar
diagndsticos complejos e identificar alteraciones relevantes en
tumores inicialmente indiferenciados (Ichikawa et al., 2021).

En algunos subtipos de sarcoma, la integracion del anali-
sis transcriptémico ha permitido reclasificar hasta un 15%
de los casos al identificar fusiones o alteraciones que habian
pasado desapercibidas con otras metodologias (Zhang et al.,
2022). Esta reclasificacion tiene un impacto directo sobre el
tratamiento, ya que muchos de estos tumores dependen de
alteraciones moleculares concretas para definir su abordaje
terapéutico.

En leucemia linfoblastica aguda de precursores B, estudios
internacionales con mas de 1.200 pacientes han demostrado
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que el RNA-Seq mejora la clasificacion molecular y la estrati-
ficacion prondstica, facilitando una medicina mas personali-
zada (Li et al,, 2018).

Importancia del tejido fresco y de los protocolos
optimizados para ARN de lectura larga

Uno de los principales retos técnicos de la transcriptémica
de lectura larga es preservar la integridad de moléculas de
ARN de gran tamafio. A diferencia de las aproximaciones
convencionales basadas en lecturas cortas, la calidad del
ARN de partida resulta critica para obtener transcritos com-
pletos y caracterizar correctamente isoformas y fusiones
génicas.

Por este motivo, las estrategias mas avanzadas de
LR-RNASeq se estan desarrollando preferentemente sobre
muestras de tejido fresco o criopreservado, donde la degra-
dacion del ARN es significativamente menor que en muestras
fijadas en formalina e incluidas en parafina (FFPE). Ademds,
la generacion de librerias de lectura larga requiere protocolos
especificos de extraccion, captura e hibridacion capaces de
minimizar la fragmentacion del ARN y preservar transcritos
completos de interés clinico.

El desarrollo de protocolos optimizados para tejido fresco
representa actualmente uno de los principales desafios
para trasladar la transcriptémica de lectura larga desde el
ambito experimental hacia aplicaciones diagnosticas de alta
complejidad.
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De la investigacion a la practica clinica

Hasta hace pocos afios, las tecnologias de lectura larga
estaban practicamente limitadas al ambito de la investiga-
cion debido a su complejidad técnica y coste. Sin embargo,
los avances recientes en la quimica de secuenciacion y el
analisis bioinformatico han acelerado su transicién hacia la
practica clinica.

Plataformas de tercera generacién desarrolladas por com-
pafilas como Pacific Biosciences (PacBio) permiten actual-
mente obtener lecturas de alta fidelidad capaces de anali-
zar transcritos completos con precision clinica. En Espafia,
Health in Code es la Unica empresa de diagndstico que
cuenta con esta tecnologia.

Este salto tecnoldgico abre nuevas posibilidades para el
diagndstico oncoldgico de precision. La identificacion simul-
tanea de fusiones génicas, isoformas aberrantes y patrones
de expresion puede mejorar la seleccion terapéutica y resol-
ver casos clinicos complejos que permanecian sin caracteri-
zacion molecular concluyente.

Aunque actualmente su aplicacion clinica es todavia
limitada, la transcriptomica de lectura larga representa una
aproximacion prometedora para complementar las estra-
tegias convencionales de diagndstico molecular, especial-
mente en patologias con elevada complejidad transcripto-
mica y estructural.
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