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Relación entre genotipo y fenotipo en el déficit de piruvato quinasa: 
dependencia transfusional basal y respuesta a la esplenectomía
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Resumen

Introducción: El déficit de piruvato quinasa es una anemia congénita tratada principalmente con soporte transfusional y esple-
nectomía. Clásicamente, la relación genotipo-requerimientos transfusionales se ha estudiado considerando si las mutaciones 
determinan o no un cambio de aminoácido, obviando otros mecanismos moleculares relevantes. Objetivo: Reclasificar las muta-
ciones según su gravedad y estudiar la asociación de genotipos frente a la dependencia transfusional (DT) basal y su evolución 
tras la esplenectomía. Método: Se ha analizado una cohorte de 58 pacientes con déficit de piruvato quinasa. Sus mutaciones se 
han clasificado en graves (G), intermedias (I) o leves (L), de acuerdo con estudios previos y el resultado de análisis bioinformá-
ticos. Resultados: Para la DT basal existen diferencias significativas entre los pacientes sin mutación leve (genotipos I/I, G/I y 
G/G; 94% de DT) frente al grupo con al menos una mutación leve (genotipos L/L, L/I y L/G; 36% de DT) (p = 0,000). La DT en 
esplenectomizados no se resuelve en el 67% de los pacientes con genotipos G/G y G/I, mientras que para el resto de los geno-
tipos esto ocurre en el 17,6% de los casos (p = 0,025). Conclusiones: Nuestra clasificación permite establecer asociaciones 

significativas genotipo-fenotipo. Estos hallazgos pueden ser útiles para valorar otros tratamientos en pacientes con DT basal.
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Introducción

El déficit de piruvato quinasa es una enfermedad 
autosómica recesiva que produce anemia hemolítica 
con manifestaciones clínicas muy variables. Los 
pacientes pueden mostrar desde hemólisis compen-
sada hasta dependencia transfusional (DT). Además, 
la hemólisis puede agravarse por infecciones agudas, 
situaciones de estrés o durante el embarazo. La esple-
nomegalia, la ictericia, la colelitiasis y la sobrecarga 
férrica también son comunes en estos pacientes. El 
tratamiento se basa principalmente en soporte transfu-
sional y esplenectomía, siendo necesaria la vigilancia 
y el manejo de la sobrecarga férrica en todos los 
pacientes, trasfundidos o no1. No obstante, uno de 
cada cinco pacientes esplenectomizados sigue en DT 
tras el procedimiento2,3. En la actualidad, el trasplante 
de progenitores hematopoyéticos es la única opción 
curativa que existe para la enfermedad, aunque ya se 
han realizado ensayos clínicos de terapia génica para 
el déficit de piruvato quinasa. Por último, recientemente 
se ha aprobado el uso de un activador de la enzima 
piruvato quinasa, mitapivat, que aumenta los niveles 
de hemoglobina basales o disminuye los requerimien-
tos transfusionales en algunos pacientes adultos4,5.

El gen de la piruvato quinasa (PKLR) codifica las dos 
isoformas de la enzima (la hepática y la eritrocitaria) 
gracias al uso de promotores alternativos específicos 
de cada tejido. El promotor eritrocitario da lugar a una 
proteína de 574 aminoácidos, que se agrupan en tetrá-
meros formando la forma funcional de la enzima. La 
piruvato quinasa cataliza la reacción de fosfoenolpiru-
vato (sustrato de la reacción) a piruvato, produciendo 
además trifosfato de adenosina que es necesario para 

el equilibrio catiónico del eritrocito, para mantener la 
estructura de la membrana celular y, en general, para 
que el hematíe sea viable. Para que la piruvato quinasa 
funcione correctamente necesita un activador alosté-
rico (fructosa bifosfato) y cationes K+ o Mn2+. Los ami-
noácidos de la enzima que son clave para la unión de 
dichas moléculas (sustrato, cofactor, cationes, etc.) se 
conocen gracias a estudios de cristalografía realizados 
sobre la piruvato quinasa eritrocitaria6. Como veremos 
más adelante, estos aminoácidos son importantes en 
la metodología utilizada en nuestra investigación.

Históricamente, la relación entre genotipo y fenotipo 
en el déficit de piruvato quinasa se ha estudiado de 
distintas formas. El efecto de algunas mutaciones con-
cretas se ha podido establecer a partir de pacientes 
que presentan una mutación en homocigosis, ya sea 
en casos clínicos o en cohortes pequeñas2,7,8. Algunas 
mutaciones se asocian de manera sistemática a feno-
tipos leves, y otras a fenotipos graves. Con los estudios 
in vitro de proteínas mutantes fue posible entender los 
mecanismos que producen el déficit enzimático en 
ciertos casos, en general con las mutaciones más fre-
cuentes9,10. Por ejemplo, la mutación R510Q provoca 
que el tetrámero sea inestable, lo que reduce sustan-
cialmente la actividad enzimática11.

En otras ocasiones es más sencillo conocer el meca-
nismo y la magnitud del déficit enzimático que va a 
producir una mutación. Esto ocurre sobre todo cuando 
la mutación determina un codón de parada prematuro 
de la traducción o si el cambio de nucleótido afecta a 
las secuencias consenso del procesamiento de los 
intrones (splicing), de forma que la síntesis de la 
enzima se reduce sustancialmente. En definitiva, cono-
cemos el efecto de varias mutaciones y si se asocian 

Abstract

Introduction: Pyruvate kinase deficiency is a congenital anemia treated mainly with transfusion support and splenectomy. 
Classically, the genotype-transfusion requirement relationship has been studied by considering whether mutations do or do 
not determine an amino acid change, ignoring other relevant molecular mechanisms. Objective: To reclassify mutations 
according to severity and to study the association of genotypes with transfusion dependence (TD) at baseline and after 
splenectomy. Method: We analyzed a cohort of 58  patients with pyruvate kinase deficiency. Their mutations have been 
classified as severe (G), intermediate (I), or mild (L), based on previous studies and the results of bioinformatic analyses. 
Results: For baseline TD, there are significant differences between patients without mild mutations (genotypes I/I, G/I, and 
G/G; 94% TD) compared to the group with at least one mild mutation (genotypes L/L, L/I, and L/G; 36% TD) (p = 0.000). In 
splenectomized patients, TD is not resolved after the procedure in 67% of patients with genotypes G/G and G/I, which only 
occurs in 17.6% of other patients (p = 0.025). Conclusions: Our classification allows for significant genotype-phenotype 
associations to be established. These findings may be useful in evaluating other treatments in patients with baseline trans-

fusion dependence.
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a fenotipos leves o graves. Sin embargo, en el déficit 
de piruvato quinasa hay descritas cerca de 300 muta-
ciones12 y la mayoría de los pacientes son heterocigo-
tos compuestos por dos mutaciones distintas. El número 
de posibles combinaciones es muy alto. Esto, unido a 
la rareza de la enfermedad, con pocos pacientes dis-
ponibles para aportar evidencia estadística, dificulta 
enormemente saber cómo va a ser el comportamiento 
clínico a partir de las mutaciones en la mayoría de los 
pacientes.

En el estudio de la historia natural del déficit de piru-
vato quinasa se ha analizado de forma más amplia la 
relación genotipo-fenotipo de esta enfermedad2,3. Para 
simplificar el número posible de genotipos, cada muta-
ción se clasifica según si produce o no un cambio de 
aminoácido. Las que producen un cambio de aminoá-
cido en la enzima se denominan missense (M), y el 
resto de las mutaciones se clasifican como no-missense 
(NM). De esta forma pueden existir tres genotipos o 
combinaciones distintas de mutaciones en los pacien-
tes: M/M si el paciente tiene dos mutaciones missense, 
M/NM cuando presenta una mutación de cada tipo, y 
NM/NM si las dos alteraciones son del tipo no-mis-
sense. En cohorte de 195 pacientes de dicho estudio 
internacional3 se encontró que los pacientes NM/NM 
tienen un fenotipo más grave que aquellos con los 
otros genotipos. Los pacientes NM/NM tienen niveles 
menores de hemoglobina tras la esplenectomía, hay 
un mayor porcentaje de pacientes con sobrecarga 
férrica y un mayor porcentaje de esplenectomizados, y 
el número de transfusiones a lo largo de la vida es 
mayor en este grupo que en el resto. El grupo NM/NM 
también presenta con más frecuencia otras complica-
ciones, como hipertensión pulmonar y hematopoyesis 
extramedular. Sin embargo, no se encontraron diferen-
cias significativas en ningún parámetro entre los gru-
pos M/M y M/NM, que suponen el 85% de los pacientes 
con esta enfermedad. También hay que destacar que 
en el estudio de historia natural no se exploró la rela-
ción entre genotipos y la DT basal de los pacientes. 
Tampoco se comunicaron resultados en cuanto a si el 
genotipo del paciente se asocia con la resolución de 
la DT tras la esplenectomía.

Con la clasificación basada en si hay o no cambio de 
aminoácido se pierde información sobre el impacto de 
las mutaciones. Por ejemplo, algunas mutaciones M 
pueden dar lugar a que la enzima sea incapaz de acti-
varse o a que sea inestable6,11. Por otro lado, algunas 
de las mutaciones NM pueden tener un efecto leve 
sobre la transcripción o la expresión de la proteína13,14.

Para resolver este problema, aquí planteamos una 
nueva forma de clasificar las mutaciones causantes de 
déficit de piruvato quinasa de acuerdo con su grave-
dad. Posteriormente utilizaremos esta clasificación 
para buscar posibles asociaciones entre el genotipo y 
el fenotipo de los pacientes de una cohorte multicén-
trica española. Esta clasificación está basada tanto en 
las publicaciones previas como en predicciones reali-
zadas con herramientas bioinformáticas. En teoría, 
esto generaría información de la relación genotipo-fe-
notipo que fuera aplicable a una mayor proporción de 
pacientes con esta enfermedad.

Método

Para este trabajo hemos recopilado datos clínicos y 
genéticos de 58 pacientes, de 20 hospitales distintos, 
con diagnóstico clínico y molecular de déficit de piru-
vato quinasa. Las variables recogidas en todos los 
pacientes son edad, sexo, mutaciones en el gen PKLR 
(anotadas según la versión Hg19 del genoma humano), 
genotipo (según el efecto que tienen las mutaciones), 
DT basal (≥ 6 transfusiones al año), esplenectomía, 
DT tras la esplenectomía (≥ 6 transfusiones al año) y 
sobrecarga férrica (según el laboratorio de referencia 
de cada centro). En los pacientes que nunca han 
tenido DT hemos recopilado sus valores basales de 
hemoglobina, mientras que en los pacientes esplenec-
tomizados disponemos de sus valores de hemoglobina 
actuales.

El genotipo de los pacientes lo hemos anotado de dos 
formas distintas para analizar su relación con la DT basal 
y tras la esplenectomía. La primera clasificación, la clásica 
para esta enfermedad, divide las mutaciones en M y NM, 
dando lugar a tres posibles genotipos: M/M, M/NM y NM/
NM. La segunda clasificación que proponemos se basa en 
analizar el efecto de la mutación más allá de ver si se 
produce un cambio de aminoácido o no, dividiendo las 
mutaciones en graves (G), intermedias (I) y leves (L). Los 
criterios para clasificar las mutaciones en estas categorías 
se muestran en la tabla 1. En general, consideramos como 
graves aquellas mutaciones que anulan la producción de 
la piruvato quinasa, agrupamos en mutaciones interme-
dias las que afectan a sitios importantes de la enzima y 
las mutaciones exónicas en las que se predice un defecto 
del splicing, y por último clasificamos como leves las muta-
ciones NM intrónicas y las mutaciones M que no cumplen 
criterios para las dos categorías previas. Respecto a la 
predicción de alteraciones del splicing en las mutaciones 
exónicas, realizamos varios estudios in silico mediante tres 
programas distintos: Human Splice Finder15, MutationTaster216 
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Tabla 1. Criterios para la nueva clasificación de las mutaciones según su gravedad estimada

Clasificación Criterios* Metodología Ref.

Grave Codón stop prematuro, alteración del codón de iniciación o del 
codón stop y pequeñas inserciones/deleciones que alteren el marco 
de lectura de la traducción

Se deduce a partir de la secuencia ‑

Cambios en las secuencias consenso de splicing  
(nucleótidos ± 1 o ± 2 de las secuencias donadoras/aceptoras)

Se deduce a partir de la secuencia ‑

Grandes deleciones que afecten a uno o varios exones Se deduce a partir de la secuencia ‑

Intermedia Variantes exónicas que afectan al splicing Predicción in silico† 15‑17

Niveles de antígeno PKLR reducidos en variantes M en homocigosis 
o en TRANS a una variante NM

Revisión bibliográfica 10,18

Proteína termoinestable; aminoácidos afectados: 332, 364, 510 o 532 Revisión bibliográfica 7,11

Unión alterada del sustrato  
(fosfoenolpiruvato, PEP); aminoácidos: 116, 315,338, 339 o 371

Revisión bibliográfica 6,9

Unión alterada del activador alostérico (fructosa bifosfato, FBP); 
aminoácidos: 532, 475‑477, 480 o 557‑566

Revisión bibliográfica 6,9

Unión alterada del K+ o del Mn2+ a  
la enzima; aminoácidos: 118, 120, 156, 157, 315 o 339

Revisión bibliográfica 6,9

Alteración de puentes de hidrógeno o salinos necesarios para la 
activación; aminoácidos: 281, 337, 389 o 390

Revisión bibliográfica 6,7

Variantes del promotor del gen PKLR Se deduce a partir de la secuencia ‑

Pequeñas deleciones/inserciones que no afecten al marco de 
lectura

Se deduce a partir de la secuencia ‑

Leve Mutaciones M que no cumplan criterios para ser incluidas en la 
categoría intermedia

Se deduce a partir de la secuencia ‑

Variantes intrónicas que no afectan a las secuencias consenso de 
splicing

Se deduce a partir de la secuencia ‑

Variantes de las regiones que se transcriben, pero que no se 
traducen (UTR)

Se deduce a partir de la secuencia ‑

*Aplicados en variantes clasificadas como patogénicas o probablemente patogénicas según el American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)19.
†Por al menos dos de los tres programas utilizados (ver Método).

y Trap17. Consideramos que el splicing está alterado en una 
variante exónica cuando se predice, por al menos dos de 
los tres programas, que se pierde o se genera una nueva 
secuencia aceptora/donadora del splicing. Para valorar el 
efecto del splicing no tuvimos en cuenta otras posibles 
alteraciones menores, como la formación de nuevas 
secuencias potenciadoras del splicing.

Tras clasificar los genotipos según los criterios ante-
riores procedimos a realizar los estudios estadísticos 
para comprobar si había una asociación significativa 
entre los distintos genotipos y fenotipos. En todos los 
análisis se consideró significativa una p < 0,05. Para 
los estudios de genotipos frente a DT basal y tras la 
esplenectomía realizamos la prueba de ji al cuadrado. 
Para los estudios de genotipos frente a niveles de 
hemoglobina basales y posesplenectomía realizamos 
la prueba de ANOVA de un factor.

Se obtuvo la aprobación del Comité de Ética para el 
análisis y la publicación de datos clínicos.

Resultados

Descripción de las características 
genéticas de la cohorte

Los 58 pacientes de esta cohorte presentan mutaciones 
en ambas copias del gen PKLR y en total hemos encon-
trado 50 variantes genéticas distintas en esos 116 genes 
estudiados. Solo hay cinco casos con mutación en homo-
cigosis (dos con R486W, dos con R510Q y uno homoci-
goto para R385K) y el resto de los casos son heterocigotos 
compuestos para distintas mutaciones. Con diferencia, la 
mutación más frecuente en nuestro medio es la variante 
missense R486W (n = 23), mientras que la variante 
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no-missense más frecuente (n = 10) produce un codón 
de parada prematuro en la posición 241 (E241X).

En la tabla 2 se muestran las características genéti-
cas y clínicas de esta cohorte en comparación con los 
datos publicados en el registro de historia natural de 
la piruvato quinasa. En nuestra cohorte predominan los 
alelos missense, de tal forma que el 96% de los pacien-
tes tienen al menos una de estas mutaciones. El 50% 
de los pacientes tienen genotipo M/NM, un 46% tienen 
genotipo M/M y tan solo dos pacientes tienen genotipo 
NM/NM.

Nueva clasificación de las mutaciones

Tras aplicar los criterios antes explicados para clasi-
ficar las mutaciones según su gravedad, las mutacio-
nes de los 116 genes estudiados se han clasificado en 
leves (n = 46), intermedias (n = 43) y graves (n = 27). 
Al existir tres tipos de mutaciones con esta clasifica-
ción, se pueden combinar en seis posibles genotipos: 
L/L, L/I, L/G, I/I, I/G y G/G.

En la tabla 3 se muestran las características clínicas 
de los pacientes según su genotipo clásico y según la 
nueva clasificación. Tras clasificar a los pacientes por 
estos dos métodos, realizamos los estudios estadísti-
cos para establecer posibles relaciones entre el geno-
tipo y el fenotipo.

Dependencia transfusional basal

Dependencia transfusional basal según la 
clasificación clásica

El 41% de los pacientes M/M requerían transfusio-
nes, y este porcentaje aumenta hasta el 55% en los 
pacientes M/NM, pero no se han encontrado diferen-
cias estadísticamente significativas entre ambos gru-
pos (p = 0,208). Tampoco se han encontrado diferencias 
significativas entre el grupo NM/NM y el resto de los 
genotipos agrupados (p = 0,115), aunque esto podría 
deberse al escaso número de pacientes NM/NM en 
nuestra cohorte (n = 2).

Dependencia transfusional basal según la 
clasificación nueva

En nuestra cohorte, el 94% (16/17) de los pacientes 
que no tienen una mutación leve (genotipos I/I, I/G y 
G/G) se encuentran en DT. El único paciente que no es 
DT de este grupo tiene un genotipo con dos mutaciones 
intermedias, ambas con afectación de splicing inferida 

por el estudio in silico. Es plausible que una de estas 
dos mutaciones afecte de forma más leve al splicing 
de lo que predecimos con el estudio in silico, aunque 
este paciente presenta anemia, esplenomegalia y 
sobrecarga férrica leve.

Dichas diferencias en la DT entre el grupo con muta-
ciones leves (L/L, L/I y L/G) y el grupo sin mutaciones 
leves (I/I, I/G y G/G) son estadísticamente significativas 
(36 vs. 94%; p = 0,000). En cuanto a los genotipos más 
leves, ningún paciente (0/6) con genotipo L/L es DT. 
En el grupo L/I hay 5 (28%) pacientes en DT, aunque 
dos de ellos también tienen una beta-talasemia minor 
confirmada genéticamente. Por último, 8 (47%) de los 
pacientes en el grupo L/G son DT. Como se verá más 
adelante, los dos pacientes L/G con el fenotipo más 
acusado (un fallecimiento al nacimiento y un paciente 
que no responde a la esplenectomía) presentan la 
misma mutación missense (Gly511Glu), posiblemente 
clasificada como leve de forma incorrecta por nuestro 
sistema.

Respuesta a la esplenectomía

Dependencia transfusional tras la 
esplenectomía según la clasificación clásica

Veintitrés de los 29 pacientes con DT basal están 
esplenectomizados. El principal motivo para no realizar 
la esplenectomía en los pacientes con DT fue la edad 
(5 pacientes menores de 5 años). En total, 7 (30%) de 
los pacientes esplenectomizados siguen en DT tras la 
esplenectomía. Hay 9 esplenectomizados en el grupo 
M/M, de los cuales 2 siguen siendo DT. En el grupo 
M/NM, 4 de los 13 esplenectomizados tienen DT, al 
igual que el único paciente esplenectomizado en el 
grupo NM/NM. No obstante, no hemos encontrado dife-
rencias estadísticamente significativas entre los pacien-
tes con genotipos M/M y M/NM (DT: 22  vs. 31%; p = 
0,523), ni entre el grupo NM/NM y el resto de los geno-
tipos (DT: 100 vs. 27%; p = 0,304).

En cuanto a los niveles de hemoglobina tras la esple-
nectomía, tampoco encontramos diferencias significa-
tivas entre los distintos genotipos.

Dependencia transfusional tras la 
esplenectomía según la nueva clasificación

La mayoría de los pacientes con dos mutaciones 
graves (G/G) o con una mutación grave y otra interme-
dia (I/G) siguen en DT tras la esplenectomía. Esto ocu-
rre en el 67% de los pacientes con estos genotipos y 
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Tabla 2. Comparación de las características genéticas y clínicas entre los estudios que relacionan el genotipo y el 
fenotipo en el déficit de piruvato quinasa

Evolución natural2,3 Este estudio

Pacientes en el estudio genotipo‑fenotipo 195 58

Genotipos
M/M
M/NM
NM/NM

113 (58%)
52 (27%)
30 (15%)

27 (46,6%)
29 (50%)
2 (3,4%)

Pacientes con al menos una mutación M 85% 96%

Alelos más frecuentes*
M
NM

R510Q (91), R486W (35)
E241X (26)

R486W (23), R337Q (8), R510Q (7)
E241X (10)

En > 5 años
Dependencia transfusional basal
Esplenectomía
Dependencia transfusional tras la esplenectomía

85 de 202 (42,1%)†

120 de 198 (60,6%)†

17 de 79 (21,5%)†

24 de 51 (47,1%)
23 de 51 (45,1%)

7 de 23 (30%)

*Datos de la cohorte del estudio de correlación genotipo‑fenotipo, donde excluyen los casos Amish (son todos homocigotos para la mutación R479H).
†La n total cambia en el estudio de evolución natural dependiendo del número de pacientes con datos completos que hay en cada categoría. Se contabilizan los 79 
pacientes esplenectomizados que se encontraban en dependencia transfusional antes de la esplenectomía. En el estudio de evolución natural hay recogidos 41 pacientes 
que fueron esplenectomizados pese a no estar en dependencia transfusional.

Tabla 3. Esplenectomía y dependencia transfusional según los genotipos encontrados en nuestra cohorte

Genotipo n Dependencia 
transfusional basal 

Esplenectomía* Dependencia transfusional 
tras la esplenectomía

M/M 27 11/27 (41%) 9/27 (33%) 2/9 (22%)

M/NM 29 16/29 (55%) 13/29 (45%) 4/13 (31%)

NM/NM 2 2/2 (100%) 1/2 (50%) 1/1 (100%)

Genotipo clásico

L/L 6 5 M/M y 1 M/NM 0/6 (0%) 0/6 (0%) ‑

L/I 18 15 M/M y 3 M/NM 5/18 (28%) 3/18 (17%) 1/3 (33%) 

L/G 17 17 M/NM 8/17 (47%) 6/17 (35%) 1/6 (17%)

I/I 9 7 M/M y 2 M/NM 8/9 (89%) 8/9 (89%) 1/8 (12,5%)

I/G 6 2 M/NM 6/6 (100%) 5/6 (83%) 3/5 (60%)

G/G 2 2 NM/NM 2/2 (100%) 1/2 (50%) 1/1 (100%)

*Algunos pacientes no han sido esplenectomizados pese a encontrarse en dependencia transfusional por ser menores de 5 años.

contrasta con que solo el 17,6% del resto de los pacien-
tes esplenectomizados (genotipos I/I, L/I y L/G) siguen 
siendo DT (p = 0,025). También hay diferencias signifi-
cativas en los valores de hemoglobina tras la esplenec-
tomía entre ambos grupos (G/G e I/G: 7,55 g/dl, n = 6; 
I/I, L/I y L/G: 9,44 g/dl, n = 17; p = 0,024).

Hay dos pacientes con genotipo I/G que dejaron de 
ser DT tras la esplenectomía. Ambos mantienen niveles 
muy bajos de hemoglobina ajustada al sexo y al rango 

de edad (más de 4 g/dl por debajo del límite inferior de 
la normalidad), y requieren transfusiones esporádicas 
tras eventos infecciosos.

Nuevas mutaciones encontradas en este 
estudio

Diez de las variantes genéticas en nuestra cohorte 
son nuevas (no publicadas previamente ni incluidas en 



Sangre. 2023;42(1)

36

el registro de mutaciones del déficit de piruvato qui-
nasa20), de modo que el porcentaje de pacientes con 
al menos una mutación nueva es del 22% (13/58). Las 
variantes nuevas causantes de déficit de piruvato qui-
nasa se muestran en la tabla 4.

Discusión

La clasificación clásica de las mutaciones en el défi-
cit de piruvato quinasa no refleja en muchos casos su 
gravedad. En general, se asume que las mutaciones 
NM son más graves que las M, pero esto no tiene por 
qué ser necesariamente así. Algunas mutaciones que 
no producen cambio de aminoácido tienen repercusio-
nes leves en la expresión de los genes, como se ha 
demostrado en otras enfermedades13,14. Otras mutacio-
nes pueden tener efectos muy pronunciados sobre la 
función de una proteína pese a que solo se altere un 
aminoácido11. Con la clasificación que proponemos, 
algunas mutaciones NM pasan a catalogarse como de 
gravedad intermedia (aquellas que afectan al promotor 
o las que producen cambios en el número de nucleó-
tidos sin que se vea afectado el marco de lectura de 
la traducción) y otras pasan a clasificarse como leves, 
como las que afectan a las regiones que se transcri-
ben, pero que no se traducen (regiones UTR), y las 
mutaciones intrónicas que no afectan a las secuencias 
consenso del splicing. En contrapartida, algunas muta-
ciones M se han clasificado como intermedias, princi-
palmente las que afectan a sitios de la enzima que 
sabemos que son clave para su correcto funciona-
miento, y también aquellas en las que se predice que 
el cambio de nucleótido altera el splicing. Estos cam-
bios permiten que la nueva clasificación capture más 
información sobre la intensidad del efecto que tiene 
cada mutación, facilitando que se encuentren relacio-
nes estadísticamente significativas entre el genotipo y 
el fenotipo pese a la limitación en el número de pacien-
tes en esta cohorte.

La clasificación de las mutaciones que proponemos 
tiene limitaciones que se ven reflejadas en varios ejem-
plos. Algunas mutaciones pueden ser más graves de 
lo que predecimos, como parece ser el caso de la 
mutación missense Gly511Glu, que clasificamos como 
leve, pero que se asocia a fenotipos graves tanto en 
nuestra cohorte como en dos casos publicados21,22. 
Dicha mutación no afecta a ningún aminoácido clave 
para el funcionamiento de la enzima y tampoco se 
predice alteración del splicing. Es posible que esta 
mutación se asocie a un fenotipo grave porque pro-
duzca inestabilidad de la enzima, como ocurre con la 

mutación R510Q que afecta al aminoácido contiguo. 
En otras ocasiones observamos un fenotipo más leve 
que el esperado; por ejemplo, con genotipo I/I hay un 
único caso que no presenta DT basal. Este paciente 
tiene dos mutaciones para las que se predice un 
defecto de splicing a partir del análisis bioinformático. 
Posiblemente el análisis bioinformático haya fallado 
para una de esas dos mutaciones y en realidad no se 
produzca una alteración del splicing significativa 
in vivo. En nuestro trabajo no hemos podido llevar a 
cabo estudios de expresión génica que permitan corro-
borar los resultados obtenidos con el análisis bioinfor-
mático del splicing. Otra limitación de esta clasificación 
por gravedad es que asumimos que cualquier cambio 
de aminoácido en la misma posición tiene un efecto 
similar, y esto no tiene por qué ser así. En la práctica 
no podemos saber cuál es el efecto de cada posible 
cambio de aminoácido en cada posición de la enzima. 
No obstante, la clasificación permite inferir el grado 
promedio de afectación cuando una posición concreta 
de la proteína se ve afectada.

Este trabajo presenta otras limitaciones no rela-
cionadas con el nuevo método de clasificación. 
Al  tratarse de una enfermedad rara, el número de 
pacientes disponible con ciertos genotipos es muy 
bajo, lo cual ha podido influir para no replicar las 
diferencias encontradas en el estudio de evolución 
natural, en el que se describen diferencias esta-
dísticamente significativas en la gravedad de la 
enfermedad entre el genotipo NM/NM y el resto de 
los genotipos3. Por falta de datos, no hemos podido 

Tabla 4. Mutaciones encontradas en este estudio que no 
se habían descrito previamente

Posición genética Efecto

PKLR:c.395C>T p.Ala132Val

PKLR:c.1469G>A p.Arg490Gln

PKLR:c.1321C>A p.Leu441Ile

PKLR:c.1614A>C p.Glu538Asp

PKLR:c.204del p.Phe69SerfsTer39

PKLR:c.841del p.Asp281ThrfsTer40

PKLR:c.1576del p.Ala526GlnfsTer4

PKLR:c.1618+1G>A splicing

PKLR:c.965+2T>G splicing

PKLR:c.*445C>T 3’UTR
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realizar algunos estudios que serían interesantes. 
Por ejemplo, no hemos podido evaluar de forma 
cuantitativa la reducción de los requerimientos 
transfusionales por la esplenectomía, ni si hay dife-
rencias entre los distintos genotipos en este aspecto.

Aunque el déficit de piruvato quinasa es una enfer-
medad autosómica recesiva, además del gen PKLR 
existen otros factores que influyen en el fenotipo. Esto 
se conoce a partir del estudio de cohortes de pacientes 
homocigotos para una misma mutación y de estudios 
familiares, en los que se observan variaciones fenotí-
picas a partir de un mismo genotipo3. Algunos pacien-
tes pueden presentar variantes genéticas en otros 
genes asociados a otros tipos de anemias23. El grado 
de esplenomegalia y las variaciones en el tratamiento 
de los pacientes con esta enfermedad también pueden 
afectar al fenotipo. La expresión residual en la línea 
eritroide de otras isoenzimas de la piruvato quinasa 
puede mitigar parcialmente el déficit enzimático en 
algunos casos7. Todos estos factores pueden influir en 
el fenotipo de los pacientes con déficit de piruvato qui-
nasa, haciendo que sea difícil establecer una relación 
clara entre la genética del gen PKLR y el fenotipo.

Pese a las limitaciones descritas, en este estudio 
hemos observado diferencias significativas entre los 
genotipos en lo referente a la DT basal y tras la esple-
nectomía. Esto se ha observado cuando hemos utili-
zado la nueva clasificación y no se cumple cuando se 
utiliza la clasificación missense/no missense. Hasta 
ahora solo se había conseguido establecer una rela-
ción entre la gravedad de la enfermedad y el genotipo 
NM/NM, sin encontrar diferencias significativas entre 
los requerimientos transfusionales y los genotipos M/M 
y M/NM2,3 (que son mucho más frecuentes en los 
pacientes con esta enfermedad). A partir de los estu-
dios previos no hay resultados que se puedan usar 
para individualizar el manejo de la enfermedad según 
la genética del paciente. Con esta nueva forma de 
clasificar las mutaciones en el déficit de piruvato qui-
nasa es posible encontrar asociaciones estadística-
mente significativas según la gravedad de la enfermedad 
en un abanico más amplio de genotipos, lo que puede 
ser útil para un mayor porcentaje de pacientes.

La esplenectomía es un procedimiento que no está 
exento de complicaciones, en especial por un aumento 
del riesgo de padecer infecciones bacterianas y even-
tos trombóticos24. Aquí describimos que la mayoría de 
los pacientes con genotipos G/G y G/I siguen siendo 
DT tras la esplenectomía (≥ 6 transfusiones al año). 
Aunque no hemos podido estudiar si la esplenectomía 
reduce el número de transfusiones que necesitan estos 

pacientes, nuestros resultados podrían tenerse en 
cuenta al valorar la esplenectomía u otras terapias 
alternativas en los pacientes con genotipos que se 
asocian a respuesta pobre.

En nuestra cohorte de pacientes hay una mayor pro-
porción de alelos missense que en el estudio de evo-
lución natural. Esto se debe a que en nuestro medio 
es muy frecuente la mutación R486W, que supone un 
20% de los genes mutados de esta cohorte. Pese a 
ello, la proporción de pacientes con dos mutaciones 
missense en nuestra cohorte es menor que en el regis-
tro internacional (46,6 vs. 58%) y solo tenemos regis-
trados dos pacientes homocigotos para la mutación 
R486W. Se ha descrito que esta mutación en homoci-
gosis se asocia a anemia leve que no requiere trans-
fusiones2,25. Es posible que en España se esté 
infradiagnosticando a los pacientes homocigotos para 
esta mutación, por lo que se estarían perdiendo casos 
índice para iniciar consejo genético en esta enferme-
dad. Esto es relevante porque, aunque los homocigo-
tos para la mutación R486W tienen un fenotipo leve, 
cuando esta mutación se hereda junto a otra más grave 
puede dar lugar a fenotipos con DT que requieren 
esplenectomía3.

Los hallazgos de este trabajo ponen de manifiesto la 
importancia del estudio genético en esta enfermedad, 
no solo para confirmar el diagnóstico, sino también 
para establecer un pronóstico de los pacientes y pla-
nificar su manejo.

Conclusiones

La clasificación de las mutaciones basada en si se 
produce o no un cambio de aminoácido no permite esta-
blecer una relación entre el genotipo y la DT en nuestros 
pacientes. En la cohorte internacional tampoco se 
encuentran diferencias significativas en los requerimien-
tos transfusionales entre los pacientes que tienen una o 
dos mutaciones missense, que comprenden más del 
85% de los pacientes con déficit de piruvato quinasa.

Hemos desarrollado un sistema que permite asignar 
una categoría de gravedad a las mutaciones causantes 
de esta enfermedad. En nuestra cohorte, los pacientes 
con genotipos sin mutaciones leves tienen DT basal. 
Un amplio porcentaje de pacientes con dos mutaciones 
graves o con una mutación grave y otra intermedia 
siguen siendo DT incluso tras la esplenectomía.

Aunque se sigue encontrando variabilidad en el feno-
tipo dentro de cada posible genotipo, este nuevo sis-
tema de clasificar las mutaciones permite establecer 
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qué pacientes tienen una mayor probabilidad de que la 
DT no se resuelva tras la esplenectomía.
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