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Resumen

Introducción: La integración de tecnologías y conocimientos del laboratorio y la clínica es clave para un diagnóstico pre-
ciso de las neoplasias hematológicas. En la última década, la secuenciación masiva (NGS, next-generation sequencing) ha 
permitido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el número de 
copias y genes de fusión recurrentes. Este avance ha impulsado la actualización de las recomendaciones para el diagnós-
tico y el manejo de los pacientes con neoplasias hematológicas. Las clasificaciones recientes de la Organización Mundial 
de la Salud (OMS), la International Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) destacan la relevancia 
de los datos genéticos, incorporándolos en sus algoritmos diagnósticos y de estratificación del riesgo. En este contexto, la 
implementación de paneles dirigidos de NGS se recomienda por su capacidad para analizar múltiples alteraciones gené-
ticas. Objetivo: Establecer un consenso sobre la metodología y los genes y regiones que se deben evaluar para el linfoma 
de células del manto. Material y método: El Grupo de Biología Molecular en Hematología (GBMH), en colaboración con 
un panel de expertos, elaboró esta guía consensuada de los genes y regiones que deben analizarse mediante secuencia-
ción masiva en linfoma de células del manto. Resultados: Se recogen los genes de interés según su relevancia clínica y 
evidencia científica. Conclusiones: Esta guía busca orientar a los profesionales sobre el uso de paneles dirigidos de NGS 
en el linfoma de células del manto.

Palabras clave: Linfoma de células del manto. Secuenciación masiva. Guías de consenso.

Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of he-
matologic neoplasms. Over the past decade, next-generation sequencing (NGS) has enabled the molecular characterization 
of these diseases, identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advancement has driven 
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Introducción

El linfoma de células del manto (LCM) es una neo-
plasia caracterizada por la expansión de células B 
maduras, que afecta predominantemente a varones 
con una edad media de 60-68 años en el momento del 
diagnóstico. Las células tumorales se localizan sobre 
todo en los ganglios linfáticos, el bazo y la médula 
ósea, y con frecuencia también infiltran la sangre peri-
férica, además de otras localizaciones extragangliona-
res, siendo la más habitual el tracto gastrointestinal. 
También puede afectarse el sistema nervioso central, 
aunque es más común en las recaídas que al diagnós-
tico. El LCM es una neoplasia poco frecuente, que 
supone alrededor del 3-10% de los linfomas no 
Hodgkin1.

El LCM se ha considerado tradicionalmente una 
enfermedad muy agresiva e incurable, y en general 
candidata a tratamiento intensivo desde el diagnós-
tico. No obstante, en los últimos años se han identifi-
cado variantes más indolentes (LCM leucémico no 
nodal [LCMnn] y neoplasia de células del manto 
in situ) reconocidas por la Organización Mundial de 
la Salud1. Algunas de estas formas clínicas menos 
agresivas pueden abordarse desde un enfoque no 
intervencionista, no requiriendo o retrasando el inicio 
del tratamiento.

Desde un punto de vista molecular, la translocación 
cromosómica t(11;14)(q13;q32), que causa la sobreex-
presión del oncogén CCND1, es característica del 
LCM y se encuentra en más del 95% de los casos. 
Como mecanismo alternativo a la translocación del 
gen CCND1, los LCM pueden presentar reordena-
mientos de los genes CCND2 o CCND3 (variante LCM 
ciclina D1-negativo)2. La translocación de CCND1 
(calificado como un oncogén débil) se considera el 
evento oncogénico primario y la mayoría de los tumo-
res adquieren numerosas alteraciones genéticas 
secundarias adicionales (ganancias, pérdidas, 

reordenamientos, mutaciones), las cuales confieren 
una mayor agresividad al tumor. El LCM generalmente 
presenta cariotipos complejos con numerosas altera-
ciones tanto numéricas como estructurales.

En la actualidad se reconocen dos subtipos molecu-
lares de LCM:
-	El LCM convencional (LCMc), el más frecuente (70-

90% de casos), no suele presentar hipermutación 
somática de la región variable del gen IGH, es posi-
tivo para el factor de transcripción SOX11, general-
mente se estudia mediante inmunohistoquímica, 
tiene una elevada inestabilidad genómica, y suele 
presentarse con linfadenopatía generalizada y una 
conducta clínica agresiva.

-	El LCMnn, menos frecuente (10-30% de casos), se 
caracteriza por tener mutaciones en el gen IGH (por 
el mecanismo de hipermutación somática), reflejando 
su paso por el centro germinal, es negativo para el 
marcador SOX11, suele presentar t(11;14) como única 
alteración genómica en la mayoría de los casos, los 
pacientes tienen afectación principalmente leucémi-
ca, sin ganglios afectados o con adenopatías míni-
mas, puede tener afectación del bazo e inicialmente 
presenta un curso clínico indolente, que puede ser 
estable incluso durante periodos largos de tiempo.
En los pacientes con LCMnn, la presencia de muta-

ciones del gen TP53 (o la deleción de 17p) o de inesta-
bilidad genómica elevada se ha asociado con un 
pronóstico muy desfavorable3,4. Si bien estas alteracio-
nes pueden aparecer de manera independiente, su coe-
xistencia tiende a indicar una mayor agresividad 
biológica y una evolución clínica más adversa. En par-
ticular, la variante blastoide/pleomórfica del LCM, pre-
sente en ambos subtipos moleculares (LCMc y LCMnn), 
se caracteriza por una elevada tasa de proliferación de 
las células tumorales, una mayor frecuencia de muta-
ciones asociadas a alto riesgo (como las alteraciones 
de TP53 o CDKN2A) y una gran complejidad genómica; 
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todos estos factores contribuyen a un pronóstico muy 
desfavorable en los pacientes con esta variante.

En las recomendaciones de los estudios iniciales del 
LCM se incluyen el cariotipo, a partir de sangre 
periférica o de médula ósea, y la hibridación in situ 
fluorescente (FISH) con sondas de fusión (CCND1:IGH) 
o de rotura (CCND1), y en los casos con tejido parafi-
nado el estudio de FISH de CCND1. La utilidad de los 
estudios de secuenciación masiva (NGS, next-generation 
sequencing) en el LCM para identificar biomarcadores 
pronósticos y de resistencia a los tratamientos estándar 
o con nuevos agentes está aún en fase de investiga-
ción, aunque el análisis de TP53 mediante NGS sí está 
justificado en función de la evidencia actual y ha sido 
incluido en la revisión reciente de estudios genómicos 
para tomar decisiones clinicas5.

Aspectos relevantes metodológicos en el 
linfoma de células del manto

-	Momento del estudio: al establecer el diagnóstico y 
ante el fallo de diferentes líneas de tratamiento (recaída 
o refractariedad primaria o secundaria al tratamiento).

-	Estudios que se deben realizar: los estudios de NGS 
podrán hacerse en el momento del diagnóstico junto 
con los estudios de cariotipo y FISH, en las mismas 
muestras de sangre, médula ósea o tejido afectado. 
El ADN se puede extraer tanto de tejido tumoral fijo 
como de muestras infiltradas de sangre periférica y 
médula ósea. En la sangre y la médula, se recomien-
da considerar la separación de las células CD19+ 
para aumentar la pureza tumoral y optimizar la inter-
pretación de los estudios moleculares, en especial 
en muestras con baja infiltración.
Aunque no existe un umbral universalmente acep-

tado, se sugiere que cuando la infiltración tumoral es 
≥ 20-30% (por morfología o citometría) puede reali-
zarse el análisis de NGS sin necesidad de separación 
de CD19+. Por debajo de este umbral, el enriqueci-
miento de células B tumorales mediante selección de 
CD19+ puede mejorar de manera significativa la sen-
sibilidad del análisis mutacional. La separación de 
células CD19+ puede hacerse mediante métodos de 
selección magnética o citometría de flujo con cell 
sorting.

Estudios mediante paneles de NGS en el 
linfoma de células del manto

Después de realizar una revisión de la bibliografía, 
el grupo de LCM ha consensuado una lista de genes 

(Tabla 1) y regiones cromosómicas (Tabla 2). En la 
tabla  1 se incluyen mutaciones en regiones codifi-
cantes, regiones de splicing y regiones 3’ y 5’ UTR 
en genes con alteraciones funcionales descritas pre-
viamente en el LCM. En la lista final se 
encuentran:
-	ATM, KMT2D, TP53, BIRC3 y CCND1, con alta fre-

cuencia de mutaciones en la enfermedad (> 15%).
-	CDKN2A y CDKN2B, comúnmente afectados por 

deleciones.
-	MYC, BCL2, BMI1 y MIR17HG, con amplificaciones 

reportadas en subgrupos de alto riesgo.
Además, se recomienda incluir genes cuya altera-

ción se ha asociado a resistencia a tratamientos diri-
gidos, particularmente a los inhibidores de BTK (como 
el ibrutinib y el acalabrutinib): BTK y PLCG2, TLR2, 
TRAF2 y TRAF3. También se consideran relevantes 
genes con mutaciones menos frecuentes, pero con 
relevancia biológica y clínica: CARD11, HNRNPH1, 
NOTCH1, NOTCH2, NSD2/MMSET, RB1, SMARCA4 y 
SP140.

En algunos de los genes supresores de tumores 
seleccionados para el análisis de mutaciones también 
se deberían analizar las pérdidas de material cromo-
sómico (ATM, BIRC3, KMT2D, RB1, SMARCA4, 
SP140, TP53, TRAF2 y TRAF3). Para algunos genes, 
el impacto pronóstico de la pérdida está más docu-
mentado que en otros casos (por ejemplo, en TP53, 
RB1 y CDKN2A/CDKN2B), pero deberían realizarse 
previamente estudios de validación del punto de corte 
de las deleciones mediante paneles de NGS, y en el 
caso de CDKN2A/CDKN2B debería diferenciarse 
entre deleción homocigota y deleción heterocigota. 
Con el diseño de sondas adecuadas6 sería posible 
incluir en el panel de NGS la detección de transloca-
ciones de los genes de las inmunoglobulinas (IGH, 
IGK o IGL) con CCND1 para detectar todas las varian-
tes de la translocación primaria del LCM, las translo-
caciones alternativas con CCND2 y CCND3, y la 
translocación con MYC, poco frecuente y general-
mente adquirida durante la progresión.

Para el estudio de las mutaciones en el LCM, consi-
derando la gran heterogeneidad y la ausencia de regio-
nes hotspot, y la posibilidad de identificar mutaciones 
potencialmente subclonales, el uso de paneles NGS se 
considera la metodología más adecuada.

La detección de variaciones en el número de copias 
mediante paneles de NGS se basa en la cuantificación 
relativa del número de lecturas de la muestra problema 
frente a una línea base generada a partir de controles 
sanos sin alteraciones. Aunque esta aplicación aún no 
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Tabla 1. Genes más relevantes relacionados con el 
linfoma de células del manto incluidos en el panel de 
secuenciación masiva (NGS, next‑generation 
sequencing)

Genes Valor clínico Grado de 
evidencia

TP53 Pronóstico Obligatorio

ATM Diagnóstico Recomendado

BTK Pronóstico,  
tratamiento

Recomendado

CCND1 Pronóstico Recomendado

CDKN2A Pronóstico Recomendado

KMT2D Pronóstico Recomendado

NOTCH1 Pronóstico Recomendado

NOTCH2 Pronóstico Recomendado

NSD2 Diagnóstico Recomendado

RB1 Pronóstico Recomendado

BIRC3 Pronóstico,  
tratamiento

Opcional

CARD11 Pronóstico Opcional

HNRPNPH 1 Pronóstico Opcional

IKBKB Pronóstico Opcional

PLCG2 Pronóstico,  
tratamiento

Opcional

SMARCA4 Pronóstico,  
tratamiento

Opcional

SP140 Pronóstico Opcional

TLR2 Pronóstico Opcional

TRAF2 Pronóstico Opcional

TRAF3 Pronóstico Opcional

Tabla 2. Alteraciones estructurales más relevantes 
relacionadas con el linfoma de células del manto que 
se podrían incluir en un panel de secuenciación 
masiva (NGS, next‑generation sequencing)

Alteraciones estructurales Valor 
clínico

Grado de 
evidencia

Reordenamientos
CCND1::IG*
CCND2::IG

CCND3::IG

MYC::IG

Diagnóstico
Diagnóstico

Diagnóstico

Pronóstico

Obligatorio
Obligatorio si 
CCND1 negativo
Obligatorio si 
CCND1 negativo
Recomendado

Variaciones en el número 
de copias

17p13 (TP53) (deleción)

8q24.21 (MYC) (ganancia, 
amplificación)
9p21.3 (CDKN2A/CDKN2B) 
(deleción)
8p (deleción)
10p12.2 (BMI1) (ganancia, 
amplificación)
13q14 (RB1) (deleción)
13q31 (MIR17HG) (ganancia, 
amplificación)
18q21.33 (BCL2) 
(ganancia, amplificación)

Pronóstico, 
tratamiento
Pronóstico

Pronóstico

Pronóstico
Pronóstico

Pronóstico
Pronóstico

Pronóstico

Obligatorio

Recomendado

Recomendado

Opcional
Opcional

Opcional
Opcional

Opcional

*IG indica reordenamiento con cualquiera de los genes de las inmunoglobulinas 
(IGH, IGK e IGL).

está por completo estandarizada ni reemplaza a técni-
cas convencionales como la FISH o la cariotipificación, 
puede ser útil como complemento, en especial 
para detectar variaciones en el número de copias 
de pequeño tamaño no visibles por citogenética con-
vencional. Para su implementación, se recomienda el 
uso de algoritmos bioinformáticos específicos y paneles 
de hibridación dirigida, dado que los paneles basados 
únicamente en amplicones presentan limitaciones para 
el análisis confiable de variaciones en el número de 
copias. En la actualidad no se recomienda su uso diag-
nóstico sistemáticamente hasta que se cuente con sufi-
ciente validación clínica, pero se reconoce su potencial 
como herramienta emergente.

Utilidad clínica de los estudios de 
paneles de NGS en el linfoma de células 
del manto

En líneas generales, la detección de la translocación 
de CCND1 (o CCND2 y CCND3), la mutación de ATM 
y la mutación hotspot de NSD2/MMSET tienen un valor 
diagnóstico en el LCM, mientras que la mayoría de los 
genes y las regiones seleccionadas tienen valor pro-
nóstico –BIRC3, BMI1 (10p13), BTK, CARD11, CCND1, 
CDKN2A/CDKN2B (9p21), HNRNPH1, KMT2D, 
MIR17HG (13q31), MYC, NOTCH1, NOTCH2, PLCG2, 
RB1, SMARCA4, SP140, TLR2, TP53, TRAF2 y 
TRAF3– y algunas tienen valor predictivo de respuesta 
a terapias con inhibidores de BTK o de BCL2 (BTK, 
PLCG2, BIRC3, SMARCA4 y BCL2)7-16. A día de hoy, 
saber si el gen BTK presenta mutación después de la 
terapia con inhibidores de BTK es útil para poder elegir 
nuevos inhibidores no covalentes de BTK, y por lo tanto 
sería recomendable su estudio antes de empezar el 
nuevo tratamiento. En cambio, a diferencia de la leu-
cemia linfática crónica, hay pocos LCM con mutaciones 
del gen PLCG2, y su estudio mediante paneles de NGS 
y su aplicación práctica no son tan claros.
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Es importante remarcar que la alteración del gen 
TP53 se incluye tanto en el apartado pronóstico como 
en el predictivo. Sin embargo, algunos estudios indican 
que solo la mutación es relevante, mientras que en 
otros se consideran la mutación y la deleción, así 
como las alteraciones monoalélicas o bialélicas. En 
general, a día de hoy, hay bastante consenso en que 
la alteración en uno de los alelos del gen TP53 es 
suficiente para definir el peor pronóstico de los 
pacientes.

En la tabla 1 se indica el grado de recomendación 
para cada uno de los genes.

Alteraciones en 17p/TP53

En función de la evidencia, el estudio de mutación 
de todo el gen y la deleción del gen TP53 en el LCM 
es obligatorio para todos los pacientes de nuevo diag-
nóstico y aquellos en recaída o progresión. En el LCM 
se ha propuesto una clasificación en indolente, riesgo 
estándar, riesgo alto y riesgo ultra-alto15. Las variables 
para riesgo ultra-alto incluyen la histología pleomórfica, 
la proliferación elevada (Ki67 > 30%), la afectación del 
sistema nervioso central y la mutación del gen TP53, 
junto con otras alteraciones de alto riesgo (la forma 
truncada y más activa de CCND1, KMT2D, NOTCH1, 
CDKN2A, NOTCH2 y SMARCA4). En la categoría de 
riesgo alto se incluyen la mutación de TP53 (cuando 
presenta frecuencias alélicas altas, > 10%), la deleción 
de 17p detectada por FISH (que también implica fre-
cuencias alélicas altas), el cariotipo complejo y la ele-
vada proliferación, entre otras variables clínicas.

Dado que la frecuencia alélica de las mutaciones  (VAF) 
de mutaciones de TP53 tiene un valor pronóstico, es impor-
tante destacar que el enriquecimiento de células B CD19+ 
puede aumentar artificialmente la VAF. Por ello, se reco-
mienda que, siempre que sea posible, los paneles de NGS 
se realicen sobre sangre periférica o médula ósea total, o 
sobre células mononucleadas, sin separación de CD19+, 
para reflejar con mayor precisión la carga tumoral real.

Las alteraciones de TP53 en el LCM se asocian con 
todas las características agresivas: histología blas-
toide, proliferación elevada, cariotipo complejo e índice 
pronóstico internacional del LCM (MIPI, MCL 
International Prognostic Index) de alto riesgo, y como 
consecuencia predicen mal pronóstico. En el LCM de 
nuevo diagnóstico, la frecuencia de alteración de TP53 
es relativamente baja, del 10-15%, y aumenta conside-
rablemente en las recaídas, siendo muy frecuente en 
la variante LCMnn en progresión (> 50%).

Aparte de la asociación de la alteración de TP53 con 
peor pronóstico, ampliamente documentada, TP53 tam-
bién se asocia a resistencia a terapias de primera línea 
y a respuestas inferiores tras el tratamiento con ibrutinib. 
Además, los tratamientos intensivos seguidos de tras-
plante parecen ser menos efectivos en los casos con 
TP53 mutado. Los casos de la variante LCMnn, inicial-
mente con clínica indolente y sin necesidad 
de tratamiento, pueden tener desde el diagnostico muta-
ción y deleción de TP53 (y con elevada carga alélica), 
o esta puede ser adquirida durante la progresión de la 
enfermedad; en estos casos resulta en particular impor-
tante hacer un seguimiento con paneles de NGS del 
estatus del gen TP53, dado que la adquisición de nue-
vas alteraciones en este gen o el aumento de la frecuen-
cia alélica de las ya existentes pueden ser indicativos 
de progresión y de necesidad de tratamiento, sobre todo 
cuando aparecen junto a un cariotipo complejo7,15.

Deleciones de CDKN2A/CDKN2B

En función de la evidencia, el estudio de deleciones 
homo- o heterocigotas de los genes CDKN2A/CDKN2B 
en el LCM es altamente recomendado para todos los 
pacientes de nuevo diagnóstico y aquellos en recaída o 
progresión. En el LCM se ha demostrado ampliamente 
que las deleciones de CDKN2A confieren mal pronós-
tico y están asociadas a las formas blastoides. Además, 
la alteración concomitante de CDKN2A y TP53 tiene un 
efecto aditivo, reflejándose en una supervivencia mucho 
más corta que con las alteraciones individuales, incluso 
en pacientes tratados con regímenes de inmunoquimio-
terapia intensiva y trasplante autólogo en pacientes jóve-
nes. Por ello, los pacientes con la alteración concomitante 
de CDKN2A y TP53 deberían ser candidatos a ensayos 
clínicos, estrategias terapéuticas alternativas o incluso 
terapia CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T-cell) como 
primera opción16.

El resto de las alteraciones genéticas no se evalúan 
actualmente en la práctica clínica, aunque su inclusión 
en los estudios de NGS sería de potencial interés.

Conclusión

Los estudios de paneles de NGS en el LCM son nece-
sarios para identificar pacientes con peor pronóstico y 
con peor respuesta a los tratamientos, incluso a los 
tratamientos intensivos, y poder así ofrecer la posibilidad 
de terapia CAR-T en fases más iniciales. Los genes con 
una evidencia más sólida son TP53 (mutación y dele-
ción) y CDKN2A (deleción homo- y heterocigota), pero 
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también las alteraciones en otros genes mucho menos 
frecuentes pueden ser relevantes, como las mutaciones 
de NOTCH1 y NOTCH2, asociadas a variantes blásticas 
agresivas, y la amplificación o la translocación de MYC, 
asociada a histologías más agresivas, progresión y afec-
tación del sistema nervioso central.

Los LCMc pueden tener alteraciones en todos los 
genes mencionados desde el momento del diagnóstico 
o adquirirlas durante la evolución o la progresión de la 
enfermedad, mientras que los LCMnn principalmente 
tienen alteración del gen TP53. Además de las altera-
ciones en estos genes, otros parámetros asociados con 
mal pronóstico en el LCM son: 1) la elevada proliferación 
de la célula tumoral, medida mediante inmunohistoquí-
mica (Ki67 > 30%) o sobreexpresión de los genes de la 
firma de proliferación (microarrays, cuantificación digital 
mediante NanoString®); y 2) la elevada complejidad 
genómica, detectada por citogenética convencional, 
microarrays de ADN, secuenciación del genoma/exoma, 
mapeo óptico del genoma o adaptación de los paneles 
de NGS. La evidencia actual sugiere que mutaciones 
poco frecuentes en otros genes distintos de los citados, 
que no han sido validados hasta la fecha, pueden tener 
un papel relevante en el diagnóstico, la estratificación o 
el tratamiento de la enfermedad. Por ello, un panel de 
NGS que englobe en un solo test el mayor número de 
estas variables sería útil para el manejo clínico de los 
pacientes con LCM, independientemente del subtipo 
molecular, y además permitiría adoptar una estrategia 
de medicina personalizada de precisión adaptada a las 
características moleculares de cada paciente, tanto en 
el momento del diagnóstico como en la recaída o en 
situación de refractariedad, fenómenos altamente carac-
terísticos de los pacientes con LCM.
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