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Objetivos

Definir el sindrome de déficit de la fosforilacion oxida-
tiva neonatal, en funcion de su incidencia, caracteristicas
perinatales, clinicas, bioquimicas y genéticas.

Material y métodos

Se revisan los casos de 9 recién nacidos catalogados co-
mo déficit de la fosforilacion oxidativa en los ultimos 8
afios en nuestro centro, mediante valoracion clinica, me-
tabolica, histopatologica, enzimatica y molecular, ademas
de otras evaluaciones. El diagndstico se establecio en fun-
cion del déficit enzimatico de la cadena respiratoria, aso-
ciado a alteraciones del ADNmt en un caso, y en cinco a
anomalias ultraestructurales mitocondriales.

Resultados

La incidencia fue de 1/3.555 y de 1/832 recién nacidos
ingresados en nuestra unidad neonatal. Cuatro tenian
antecedentes familiares positivos, y dos polihidramnios.
La mayoria (8/9) fueron recién nacidos a término, de
embarazo y parto normales, con Apgar y somatometria
también normales. La clinica se inicid en el periodo ne-
onatal inmediato, como sufrimiento neurolégico agudo
en la mayoria. La evolucion fue grave (5 fallecieron y 4
sobreviven gravemente afectados). Todos presentaban
un fenotipo clinico de encefalopatia grave precoz, aso-
ciada a dismorfia, hipotonia, alteraciones neurosenso-
riales, atrofia y disgenesia cerebral, electroencefalogra-
ma patoldgico, y en 5 de ellos, ademas, a anomalias vis-
cerales (principalmente cardiopatia). La alteracion
bioquimica mas frecuente fue un aumento significativo
del cociente lactato/piruvato. Cinco pacientes presenta-
ron alteraciones ultraestructurales mitocondriales en la
biopsia muscular pero la tincion de Cox no resultd cla-
ramente patologica en ningiin caso. Tres tenian un défi-
cit del complejo IV, tres de I-IV, dos del I y uno del I-III-
IV. Sdlo en un paciente se detectaron deleciones multi-
ples del ADNmt.

Conclusiones

Se trata de enfermedades frecuentes y graves, de co-
mienzo prenatal con escasa repercusion fetal, fenotipo
clinico homogéneo con afectacion predominante del SNC
y extraneurologica variable, y perfil bioquimico incons-
tante. El diagndstico exige el estudio enzimatico de la ca-
dena respiratoria en todos los casos sospechosos.
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OXIDATIVE PHOSPHORILATION DEFECTS WITH
NEONATAL PRESENTATION: REVIEW OF OUR
EXPERIENCE

Objetives

To define the oxidative phosporilation deficit syndro-
me in the neonatal in terms of incidence and clinical, bio-
chemical and genetic features.

Material and methods

We report 9 newborns diagnosed as oxidatic phospori-
lation deficit during the last 8 years in our hospital by
means of clinical, metabolic, pathological and molecular
studies, among other evaluations. The diagnosis was esta-
blished based on ensymatic deficit of the respiratory
chain, associated with alterations in the mtDNA in one ca-
se, and with mitochondrial ultrastructural anomalies in 5
cases.

Results

There was an incidence of 1/3.555 newborns and 1/832
newborns admitted in our Neonatal Unit. In four of them
there were familial antecedents and polihidramnios in
two. Most of them, 8 out of 9, were born at term after a
normal pregnancy and delivery, with normal Apgar sco-
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re and auxological examination. Symptomatology started
immediately at the neonatal period as acute neurological
damage in most of them. There was a severe evolution as
5 children died and 4 survived with severe damage. All of
them had the classical phenotype of early severe encefa-
lopathy, associated with dismorphic features, hypotomia,
neurosensorial defects, brain dysgenesis and atrophy,
anomalies in the EEG and in 5 of therm there were also
systemic anomalies, mainly cardiopathy. The most freq-
yent biochemicalalteration was a significative increment
of the quotient lactate/piruvate. Five patients presented
ultrastructural alterations of the mitochondria in thr
muscle biopsy but Cox stain was not positive in any case.
Three cases has a deficit of the complex IV, e of the com-
plex I-IV, 2 of the complex I and one the complex I-III-IV.
Only one patient had multiple deletions in the mtDNA.

Conclusions

Oxidatic phosporilation deficit are frequent and severe
diseases of prenatal onset with limited fetal effects, ho-
mobeneous clinical phenotipe with frequent damage of
the central nervous system and variable extraneurologi-
cal alteration and inconsistent biochemical pattern. Enzy-
matic studies ar need for making the diagnosis in all sus-
pected cases,

INTRODUCCION

Los defectos de la fosforilaciéon oxidativa (OXPHOS)
son afecciones multisistémicas de una extraordinaria
complejidad en su expresion clinica, debido principal-
mente a la dualidad genética particular de las enzimas
de la cadena respiratoria mitocondrial'™*. Sin embargo,
en el periodo neonatal suelen configurar formas clinicas
graves mejor definidas, con afectacion predominante del
sistema nervioso central>*. Otras veces, pasada la época
neonatal y de lactante, pueden evolucionar hacia sin-
dromes clinicos especificos’®.

El objetivo de esta revision es definir las caracteristicas
del sindrome de déficit OXPHOS neonatal en nuestro
medio, en funcion de su incidencia, datos perinatales,
hallazgos clinicos, bioquimicos y genéticos.

PACIENTES Y METODOS

Se revisan las historias clinicas de nueve recién naci-
dos catalogados de déficit OXPHOS desde 1990 hasta
1998, en la Unidad Neonatal del Hospital Miguel Servet
de Zaragoza. Se realiz6 valoracion clinica, bioquimica,
histopatologica, enzimatica y molecular. Se practicaron,
ademds, pruebas de neuroimagen y EEG, se llevo a ca-
bo una evaluacion neurologica, cardiolégica, oftalmolo-
gica, de funcion renal y hepitica, y se determinaron las
enzimas musculares, para comprobar la extension de la
enfermedad.
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El diagnoéstico se hizo mediante demostracion del dé-
ficit enzimitico de la cadena respiratoria, asociado a
anomalia del ADNmt en un paciente, y en otros cinco a
alteraciones ultraestructurales mitocondriales”!".

El estudio bioquimico incluye determinaciones basa-
les en plasma de acido lactico y piravico, dosificacion de
cuerpos cetonicos y estudio de relaciones molares, asi
como cromatografia de aminoacidos en sangre y orina,
perfil de acidos organicos en orina, en seis casos, y lac-
tato en LCR en siete casos.

Las muestras de biopsia muscular se obtuvieron del
cuadriceps mediante puncién abierta con anestesia lo-
cal, para su estudio morfologico e histoquimico con tin-
cion especial para la citocromo C oxidasa'!.

El analisis espectrofotométrico de los complejos enzi-
miticos de la cadena respiratoria se realiz6 sobre mues-
tras congeladas de musculo, de acuerdo con los méto-
dos publicados anteriormente'?.

El ADNmt muscular fue extraido y analizado por el
procedimiento de Southern blot'®. En un paciente el es-
tudio se realiz6 en sangre periférica.

Se realiz6 valoracion estadistica mediante la compara-
cioén de medias de los resultados bioquimicos con una
poblaciéon de control (U de Mann-Whitney).

RESULTADOS

Incidencia (fig. 1)

De 1990 a 1998, se diagnosticaron 35 casos neonata-
les de errores congénitos del metabolismo sobre un to-
tal de 32.000 recién nacidos vivos, lo que supone una in-
cidencia de 1/914 neonatos. De ellos, 9 fueron defectos
OXPHOS, lo que equivale a 1/3.555 recién nacidos. En

Unidad neonatal

N.° de ingresos: 7.491
N.° de ECM: 35 (1/214)
N.° de OXPHOS: 9 (1/832)

Poblacién general

N.° de reciénnacido vivos: 32.000
N.° de ECM: 35 (1/914)
N.° de OXPHOS: 9 (1/3.555)

Figura 1. Incidencia de ECM y de los defectos de la fos-
Jforilacion oxidativa (OXPHOS) en nuestra po-
blacion general y unidad neonatal (1980-
1998).
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nuestra unidad neonatal, esto significa un caso de meta-
bolopatia por cada 214 ingresos, y un defecto OXPHOS
por cada 832 recién nacidos ingresados.

Datos perinatales (tabla 1)

La gran mayoria nacieron a término de embarazo y
parto normales, con puntuacion Apgar y somatometria
también normales. En dos casos se constaté polihidram-
nios. S6lo un paciente present6 sufrimiento fetal y retra-
so de crecimiento intrauterino. El peso, la talla y el pe-
rimetro cefilico eran equiparables a los estindares nor-
males de referencia de los nifios de nuestra region, con
una desviacion estindar que los situaba dentro de los
percentiles normales.

Datos clinicos (tabla 2)

Seis eran varones y tres hembras. Existian anteceden-
tes familiares positivos en 4 pacientes (consanguinidad
parental en tres, y uno tenfa un hermano afectado). La
edad media de aparicién de la sintomatologia fue en los
primeros dias de vida (uno ingres6 a los 30 dias aunque
los sintomas existian desde el nacimiento). Cinco ingre-
saron por cuadro neuroldgico agudo con crisis convul-
sivas epilépticas desde las primeras horas de vida, y en
los restantes, aunque las causas eran aparentemente ex-
traneurologicas (hipoglucemia, falta de medro, sospecha
de sepsis, dismorfia), todos presentaban también una
encefalopatia evidente.

La evolucion ha sido particularmente grave. Cinco pa-
cientes fallecieron alrededor de los 7 meses por trastor-
nos cardiacos y respiratorios, y uno de muerte subita.
Tres sobreviven con una encefalopatia cronica grave.

Fenotipo clinico (tabla 3)

Todos presentaban, desde el nacimiento, un fenotipo
clinico de encefalopatia grave, no constatindose en nin-
gin caso fenotipo de miopatia aislada. La mayoria pre-
sentaba rasgos dismorficos, 4 hipotonia, 3 alteraciones
sensoriales de atrofia Optica y sordera, 4 disgenesia del
cuerpo calloso (DCC) y atrofia cerebral en la neuroima-
gen (fig. 2), y 6 un trazado EEG de mal prondstico. En
5 casos se comprobaron alteraciones extraneurolégicas
o viscerales: 5 cardiopatias (2 trastornos de conduccion,
una miocardiopatia hipertrofica y 2 estructurales), 2 he-
patopatias con aumento de transaminasas y GGT, una
catarata, un hiperparatiroidismo, 4 retrasos del desarro-
llo y una trombopenia aislada.

Fenotipo bioquimico (tabla 4)

So6lo un caso presentd hiperlactacidemia evidente, pe-
ro el cociente lactato/piruvato (L/P) se encontrd elevado
de manera significativa en relacién con la poblacion ne-
onatal de control (p < 0,01), a expensas de los valores
del piruvato inferiores a los controles con diferencias
también significativas (p < 0,05). Los cuerpos cetonicos

TABLA 1. Datos perinatales

Pacientes (n = 9) Valores de referencia

Gestacion
Duracion 38,93 + 2,03 (36-41) dias
Alteraciones Polihidramnios (n = 2)

S. fetal n=111,11%)

PEG/CIR n=1(11,11%)

Parto Eutocico (n = 6) (66,66%)

Apgar —1 min: 8,14 + 1,21 (6-9)
-5 min: 9,43 + 0,98 (8-10)

Peso (kg) V: 3,06 + 0,56 (SDS -0,78) 325 + 0,37
M: 3,13 + 0,28 (SDS +0,46) 311 + 0,32

Talla (cm)  V: 48,50 + 1,73 (SDS —1,31) 50,51 + 1,53
M: 49,00 + 1,73 (SDS —0,57) 49,86 + 1,49

PC (cm) V: 34,87 + 2,53 (SDS +0,00) 34,68 + 1,12
M: 34,67 + 0,57 (SDS +0,69) 33,94 + 1,04

Valores de referencia: estindares de normalidad en ninos aragoneses. SDS:
(medida real - medida teorica) / desviacion estandar.

TABLA 2. Datos clinicos

Sexo
V(n=06)
M (n = 3)

Historia familiar (+) (n = 4) (44,44%)
Edad de inicio (d) 5,44 + 10,78 (1-30)
Motivo de ingreso
Sufrimiento neurologico + convulsiones (n = 5)
Sospecha de sepsis (n = 1)
Falta de medro (n = 1)
Hipoglucemia + inctericia (n = 1)
Sindrome polimalformativo (n = 1)
Evolucion

5 fallecimientos (7,00 + 4,85 meses)

4 sobreviven con encefalopatia cronica 1,95 + 0,20 anos)

TABLA 3. Fenotipos clinicos

Afectacion del SNC (n = 9) Extraneurologica o visceral (n = 5)
Encefalopatia n = 9 Cardiopatia (n = 5)
Dismorfias n = 8 Miocardiopatia n = 1
Hipotonia n = 4 Arritmia n = 2
Alt. neurosens. n = 3 Estructural n = 2
Neuroimagen (n = 9) Hepatopatia n = 2

DCC + atrofia n = 4 Catarata n = 1
EEG (n = 8) Hipoparatiroidismo n = 1
BSn=2 Retraso peso/talla n = 4
Multifocal + Trombopenia n = 1
paroxistico n = 3

Hipovoltado n = 1

eran normales y similares a los controles, y el amonio y
CK presentaron también valores significativos. En 2 ca-
sos habia afectacion de la funcién hepatica, en otros 2
se observo lactorraquia y en tres, proteinorraquia eleva-
da. La funcion renal era normal en todos, y la cromato-
grafia de los 4acidos organicos en orina (CAO) era indi-
cativo de esta patologia en el 50% de los casos investi-
gados.
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Figura 2. TAC cerebral de
una paciente fallecida, con
signos de disgenesia del cuerpo
calloso (DCC) y atrofia cere-
bral.

Estudio muscular (tabla 5)

Cinco pacientes presentaron alteraciones ultraestruc-
turales con aumento difuso del nimero y tamano de las
mitocondrias, que estaban desestructuradas con tume-

TABLA 4. Datos bioquimicos

Pacientes Controles
(n=9 (n=11D o
Plasma

Lactato (mg/dl) 32,48 £ 2448 2288 +8,62 NS
Piruvato (mg/dD 0,41 + 0,27 0,71 £ 0,15 < 0,05
Lactato/piruvato 89,73 + 50,33 33,08 + 7,74 < 0,01
3-B-OHB (mg/dD 3,42 + 1,40 3,78 £ 1,78 NS
AcAc (mg/dD) 1,61 £ 0,27 1,74 £ 0,87 NS
3-B-OHB/AcAc 2,08 + 0,60 2,60 £ 1,60 NS
Amonio (pug/dD) 87,58 + 29,15 60,79 + 18,24 < 0,05

faccion, vacuolizacion y dreas subsarcolémicas sin orga-
nelas. Asimismo, presentaban una disposicién anémala
de las crestas mitocondriales (fig. 3). Sin embargo, la tin-
cién de Cox no resulté claramente patoldgica en ningu-
no de los casos, incluso en los déficit IV. El estudio enzi-
matico identificé 3 déficit de la actividad del complejo
IV, 3 déficit combinados I-IV, 2 del complejo I, y un dé-
ficit maltiple I-11I-IV.

El estudio del ADNmt en mdsculo por procedimiento
de Southern blot'? detecté sélo en uno de los pacientes
alteraciones en forma de deleciones mdltiples de distin-
to tamafio y en baja proporcién (fig. 4).

CK (U/D 449,86 + 248,72 147,10 £ 79,72 < 0,01
F. renal 0/9
F. hepatica 2/9 (22,22%)
Sobrecarga
de glucosa 0/2
LCR
Lactato (mg/dD 2/7
Proteinorraquia (g/1) 3/7
Orina
CAO 3/6 (50%)

*Valor de la significacion estadistica tras comparacion de medias (U de Mann-
Whitney).
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TABLA 5. Biopsia muscular

(n=9)

Alteraciones morfologicas n=>5

Reaccion histoquimica
Tincién de Cox positiva n=9

Defecto enzimatico

Déficit del complejo I n=2

Déficit del complejo IV n=3

Déficit del complejo I-IV n=3

Déficit del complejo I-III-IV n=1
Anomalias del ADNmt

Sangre 0/1

Musculo

1/8 (deleciones multiples)
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Figura 3. Alteraciones mitocondriales ulraestructurales en uno de los casos.

Figura 4. Delecciones miiltiples del ADNmt de distinto
tamano y en baja proporcion, detectadas en
un unico paciente.

DiscusiON

En nuestro medio, los defectos OXPHOS neonatales
parecen tener una mayor incidencia de la que podria de-
ducirse por los casos comunicados en la bibliografia®©.
La falta de diagnostico podria deberse al rapido curso
evolutivo de estas afecciones, a las dificultades de inter-
pretacion de una acidosis lactica en un recién nacido
gravemente enfermo o a la dificultad de realizar analisis
especificos en el tejido correcto, y también a la existen-
cia de alteraciones minimas en las mitocondrias, no de-
tectables por métodos bioquimicos™!”.

Se tratan de formas especialmente graves, ya que 5
neonatos fallecieron, principalmente, por miocardiopa-
tia hipoxicoisquémica y los que sobreviven estin gra-
vemente afectados. Esta evolucion es también similar a

la de la bibliografia®>®, donde la evolucién de los casos
neonatales suele ser fatal, salvo las formas benignas
por déficit de Cox que pueden incluso regresar total-
mente'*,

La evidencia clinica en todos los pacientes de encefa-
lopatia, desde el nacimiento, y en gran parte de ellos de
dismorfias faciales, malformaciones viscerales y disgene-
sia cerebral, sugiere un comienzo prenatal de estas afec-
ciones’”'>. No obstante, la repercusion fetal ha sido mi-
nima, ya que todos los pacientes fueron normales al na-
cer (s6lo uno presentd bajo peso y sufrimiento fetal),
alterindose a continuacion la funcion OXPHOS, lo que
no es facil de explicar. Probablemente, los sustratos que
pasan de la madre al feto a través de la placenta sean
suficientes para mantener la sintesis de ATP necesaria
para sus funciones vitales basicas'®.

A pesar de la gran variabilidad de la expresion clinica
de estas afecciones'’, nuestros pacientes presentaban un
fenotipo clinico bastante homogéneo con afectacion
predominante del SNC o encefalopatia. Cinco pueden
catalogarse como formas multisistémicas graves, y cua-
tro son encefalopatias que sobreviven hasta el momen-
to sin manifestaciones extraneurologicas. Una de ellas
ha evolucionado hacia un sindrome de Alpers, y las res-
tantes permanecen sin catalogar sindromicamente. Esto
no debe extranar ya que un 50% de los casos, segin la
bibliografia, no se corresponde con sindromes especifi-
cos. Asimismo, menos del 20% de las mitocondriopatias
estudiadas en el Hospital des Enfants-Malades de Paris
se pueden encuadrar en uno de ellos®.

Las alteraciones metabdlicas que reflejan el estado de
oxidorreduccion celular fueron inconstantes, siendo el
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aumento de la relacion L/P el hallazgo mas frecuente del
estudio. La hiperlactacidemia, marcador util de enferme-
dad de la cadena respiratoria'®, Gnicamente se detecto
en un paciente. Como ha sido confirmado en otros es-
tudios, el aumento de la relacion L/P al relacionarse con
un déficit de la cadena respiratoria ayuda al diagnosti-
co'*0, Esta elevacion se producia a expensas de los va-
lores del piruvato que eran inferiores a los de control,
con diferencias también significativas, lo que refleja pro-
bablemente la complejidad de esta via metabolica y la
necesidad de mantener un adecuado equilibrio oxidati-
vo intramitocondrial.

El lactato en LCR se encontr6 elevado en 2 pacientes
con encefalopatia destructiva con valores normales en
sangre, hecho confirmado también por otros auto-
res'”?! lo que refleja la importancia de esta determinacion
en la evaluacién diagnostica de estas enfermedades®.

El perfil de los acidos organicos en orina orient6 el
diagnostico en 3 de 6 pacientes, lo que obliga a su eva-
luacion. El amonio y la CPK mostraron también eleva-
ciones moderadamente significativas (p < 0,05), aunque
el valor de la actividad creatincinasa suele ser incierto en
los procesos metabolicos, especialmente en estas afec-
ciones'®. La Gnica excepcion fue un paciente con un au-
mento proximo a 1.000 U/1 afectado de encefalomiopa-
tia, que falleci6 al mes de vida por una taquicardia pa-
roxistica supraventricular, con signos de miocardiopatia
isquémica y shock cardiogénico.

Las anomalias ultraestructurales de las mitocondrias
fueron el hallazgo mas frecuente en las biopsias muscu-
lares, como se refiere en otros estudios'’, aunque no se
comprobaron en todos los pacientes con defecto OXP-
HOS confirmado. Llamaba la atencién la ausencia de fi-
bras citocromo oxidasa negativas, incluso en los déficit
del complejo IV, considerada como importante criterio
diagnostico de enfermedad mitocondrial'’. Esta positivi-
dad podria explicarse por la presencia de una actividad
enzimatica residual y la naturaleza heteroplasmica del
ADNmt™,

Solo en un paciente se detectaron deleciones en el
ADNmt, proporciéon baja que también se refleja en otros
estudios de casos neonatales’. Alternativamente, en es-
tas formas neonatales, se han descrito pocas alteraciones
del ADNmt, por lo general causadas por mutaciones nu-
cleares autosémicas recesivas’!3%!, Esto viene apoyado
por el alto indice de casos familiares y consanguinidad
parental, asi como por recientes estudios sobre fibro-
blastos con déficit de la cadena respiratoria e identifica-
cién de mutaciones génicas de este origen!”>.

Por todo ello, el diagnostico prenatal en estas afeccio-
nes suele ser un problema complejo y dificil, lo que
obliga a ser prudentes en cuanto a la utilizacion de la
enzimologia y estudios moleculares en células del liqui-
do amnidtico y coriales, y su correlacion con la clinica
futura del nifio”*2%,
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En conclusion el sindrome de déficit OXPHOS neona-
tal puede definirse como:

1. Enfermedades frecuentes dentro de los trastornos
hereditarios del metabolismo y especialmente graves,
siendo causa importante de mortalidad y morbilidad ne-
onatal, sobre todo neurolégica.

2. Se trata de afecciones de comienzo prenatal con es-
casa repercusion fetal.

3. El fenotipo clinico es basicamente homogéneo, con
afectacion predominante del SNC y extraneuroldgica va-
riable.

4. Su pertil bioquimico es inconstante; puede ayudar
al diagnostico el aumento de la relacion L/P.

5. El diagnéstico exige el estudio enzimatico de la ca-
dena respiratoria en todos los casos sospechosos, de-
biendo basarse la sospecha clinica en la presencia de
encefalopatia grave y precoz, especialmente si va aso-
ciada a manifestaciones clinicas viscerales o a una hi-
perlactacidemia persistente y significativa.

6. Creemos que se debe prestar mas atencion a esta
patologia y considerarla como causa importante de en-
cefalopatia prenatal, debiéndose adoptar una actitud
menos conservadora en la practica de biopsia muscular,
tnico medio en la actualidad para establecer el diag-
nostico definitivo. Asimismo, es fundamental en estas
formas neonatales la rapidez de la actuacion médica pa-
ra identificar la causa y asesorar convenientemente a los
padres.
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