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AP: Anteroposterior.

°C: Grados Celsius.
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1. Introduccion

La enfermedad de Legg-Calvé-Perthes, o enfermedad de Perthes, es una
patologia comun de la cadera infantil que consiste en una necrosis avascular

de la epifisis femoral proximal.

Fue descrita de forma simultanea e independiente por Legg (Legg AT, 1910;
Legg AT, 2006), Calvé (Calvé J, 1910; Calvé J, 2006) y Perthes (Perthes G,
1910; Perthes G, 2012) en el afio 1910. Se considerd durante algunos afos
un procesos infeccioso (una forma de tuberculosis ésea de cadera), pero fue
finalmente Perthes quien describidé las caracteristicas histolégicas de la
enfermedad, pasandola a llamar “osteocondritis deformante juvenil” (Elly,

1919).

A pesar de que han trascurrido casi 100 afios de investigacion y de que se
conoce la fisiopatologia, las manifestaciones clinicas y la evolucién natural

de la enfermedad, todavia se ignora su etiologia.

Las descripciones histopatologicas de Catterall y asociados (Catterall y cols.,
1982), y de Ponseti y asociados (Ponseti y cols., 1983) indican dos posibles
vias para la necrosis 0sea: que el evento o los eventos vasculares son
primarios; o que puede haber un trastorno primario del cartilago epifisario,

gue causa el colapso y la necrosis.
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La causa de la pérdida de vascularizacion permanece desconocida. Se han
propuesto varias etiologias, pero ninguna ha demostrado la causa de la
enfermedad. Las teorias mas ampliamente aceptadas tienen que ver con la
interrupcion vascular repetida del aporte sanguineo a la cabeza femoral,
dando lugar a una oclusion venosa con la secundaria hipertension venosa y

muerte 6sea.

La enfermedad de Perthes se ha relacionado con hipofibrinolisis y trombofilia
(Kealey W y cols., 2000). Por otra parte informes recientes han sugerido que
trastornos trombofilicos hereditarios pueden ser una de las causas
patogénicas de la enfermedad. No obstante, la causa permanece sin

esclarecer.

1.1. Trombofilia hereditaria

En 1995, la Organizacién Mundial de la Salud y la International Society of
Trombosis and Hemostasis definieron la trombofilia como una tendencia
anormal a la trombosis, que se caracteriza por manifestaciones como la
edad de inicio temprana, episodios recurrentes, antecedentes familiares
notables, localizaciones poco habituales, migratorias o generalizadas y una
gravedad desproporcionada respecto al estimulo identificado (Xu W y cols.,
2011). También hace referencia a los estados de hipercoagulabilidad que

son el resultado final de enfermedades, trastornos o alteraciones que
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potencian la propension del individuo a que se formen coagulos de sangre

en el sistema venoso, arterial o microcirculatorio (De Stefano V y cols.,2002).

Los estados de hipercoagulabilidad primarios se deben a una alteracion
cuantitativa o cualitativa de proteinas de la coagulacion especificas, que
inducen un estado protrombotico. La mayoria de estos trastornos se deben a
mutaciones hereditarias y polimorfismos que condicionan:
1) la deficiencia de un factor antitrombatico fisioldgico o 2) el aumento de un

factor protrombdtico (Schafer, 2013).

En especial, cuando se combinan con otras mutaciones protrombdticas
hereditarias (interaciones multigénicas), estos cuadros de
hipercoagulabilidad primarios se asocian a una predisposicion a la trombosis

durante toda la vida (Soria JM, 2009)

En los ultimos afios se ha reconocido la importancia del componente
genético en la patogénesis de los eventos trombéticos venosos y arteriales
(Seligsohn U, 2001). Uno de cada 5 pacientes afectados por trombosis
venosa tiene algun defecto genético especifico de sus vias de coagulacion.
En la mayoria de pacientes con trombofilia hereditaria el primer evento

trombdtico ocurre antes de los 45 afios.

En estos casos de trombofilia hereditaria, la trombosis se produce por un
fracaso en el control de la generacion o de la neutralizacion de la trombina.

La combinacibn de distintas alteraciones genéticas aumenta
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significativamente el riesgo y la precocidad de trombosis venosa (De Stefano

Vy cols., 1996).

Las anomalias genéticas asociadas a trombofilia y que pueden ser
estudiadas en la actualidad incluyen la mutacion del factor V de la
coagulacion (Factor V Leiden), la mutacion G20210A de la protrombina y la

mutacion C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa.

1.1.1. Mutacién del factor V de la coagulacion (Factor V

Leiden).

El Factor V es una glicoproteina de 300 Kd, codificada por el gene F5 que se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 (locus 1g23) y esta compuesto
por 25 exones. La mutacién conocida como Leiden se produce por
sustitucion de G por A en el nucleétido 1691 (G1691A), en el exon 10, lo que
genera un reemplazo en el aminoacido 506 de la proteina de una Arginina
(R) por una Glutamina (Q) (R506Q o alelo Q506). Esta posicion es uno de
los sitios de clivado por PCA (proteina C activada) en el factor V normal. El
cambio aminoacidico destruye el sitio natural de clivado y limita la
degradacion del Factor V. Funcionalmente resulta en una resistencia a la
PCA, por lo que se pierde el efecto anticoagulante del FV activado (Bertina y

cols., 1994).
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El riesgo de tromboembolismo venoso es 2-7 veces mayor entre los
heterocigotos y 40 a 80 veces mas alto entre los homocigotos (Martinelli | y

cols., 2000; Simioni P y cols., 2002).

Tiene una incidencia de 3% a 5% en la poblacion general, elevando el riesgo

de trombosis en pacientes afectados durante el transcurso de sus vidas.

La prevalencia de factor V Leiden en la poblacién espafiola oscila entre 1,2%
a 3,9%, pero en el grupo de pacientes con una historia de enfermedad
tromboembolica oscila desde 8% a 14,1% (Alvarez A y cols., 1999; Llamas

Sillero P y cols., 2001).
1.1.2. Mutacién génica G20210A del factor Il (protrombina).

La mutacién puntual G20210A del gen de la protrombina, que se localiza en
el locus 11p-g12 del gen F2, ocasiona hipercoagulabilidad, aumentando la

generacion de trombina (Poort y cols., 1996).

Esta mutacion tiene una incidencia del 2% en la poblacion general y se ha
demostrado que se encuentra en el 4% al 8% de los pacientes con un primer
evento trombotico. Esta condicion eleva dos a tres veces el riesgo de

trombosis en pacientes afectados en comparacion con la poblacion general.

En la poblacién espafiola la prevalencia de la mutacion en pacientes con
enfermedad tromboembdlica oscila de 9,1% a 12%, pero la prevalencia en

sujetos sanos es de aproximadamente 3,5% (Llamas Sillero P y cols., 2001).
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1.1.3. Mutacion C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa

(MTHFR).

La mutacién o polimorfismo C677T del gen para el enzima MTHFR es un
hallazgo frecuente en la poblacion caucasiana, encontrandose hasta en el
38% de los sujetos no seleccionados, siendo poco frecuente en raza negra,
nativos de América del Sur y aborigenes de Oceania (Franco RF y cols.,
1998). La condicion de homocigosidad para esta mutacion es
sorprendentemente comun, con alrededor del 10% de la poblacion afecta

(Wald DS y cols.2002).

El gen de la MTHFR se localiza en el cromosoma 1p36.2 y la mutacion
C677T descrita por Frosst (Frosst y cols., 1995) consiste en la sustitucion de
una citosina por una timina en el nucledtido 677. Tal mutacion origina la
sustitucion de una alanina por una valina en la posicion 223 de la proteina.
Este cambio de aminoacido genera una variante de MTHFR termolabil,
caracterizada por una reduccion del 50% de su actividad a 37°C, en
comparacion con la variante normal. En consecuencia, se reduce la
capacidad del metabolismo de la homocisteina y puede aparecer una
hiperhomocisteinemia leve-moderada, sobre todo cuando la mutacion se
encuentra en homocigosis, Yy especialmente si se asocian bajas

concentraciones séricas de folatos.
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La hiperhocistinemia se ha asociado a un riego elevado de eventos
trombadticos (podria alterar los mecanismos de coagulacion y la resistencia
del endotelio a la trombosis).Es controvertido el papel de este pequefio

aumento en la trombosis venosa (Gonzalez Porras, 2010).

Muchos  estudios  epidemiolégicos han  demostrado que la
hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo de arteriosclerosis coronaria,
cerebral, periférica y adrtica. Este riesgo es independiente de otros factores
de riesgo cardiovascular, y es mayor cuanto mayor sea la concentracion de
homocisteina. Sin embargo, los estudios prospectivos muestran resultados
aun contradictorios. La hiperhomocisteinemia se asocia también a un mayor
riesgo de enfermedad tromboembdlica que podria estar modulado por otras

alteraciones de la coagulacion como el factor V Leiden.

La hiperhomocisteinemia es un aumento de las concentraciones sanguineas
de la homocisteina, que es un aminodacido sulfhidrico derivado de la
metionina por una via de trasmetalicion. La homocisteina se remetila a
metionina o se cataboliza a cistationina. La principal via de remetilacion
necesita de folato y cobalamina (vitamina B12) en implica la accion de la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La concentracion sérica elevada
de la homocisteina es un factor importante de riesgo de enfermedad arterial
oclusiva y tromboembolismo venoso (Falcon CR y cols., 1994; De Stefano V

y cols., 2000).
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Los mecanismos por los que la hiperhomocisteinemia se convierte en un
factor de riesgo cardiovascular y contribuye al proceso de la arteriosclerosis
no estan del todo claros. Estudios en modelos animales han demostrado que
el aumento de las concentraciones plasmaticas de Hcy ocasiona un
incremento del estrés oxidativo, produce dafio en la funcion endotelial e
incrementa la trombogenicidad, todo lo cual favorece la aterosclerosis

(Wierzbicki, 2007).

1.1.4. Polimorfismo del gen de la glicoproteina plaquetaria

lIb/1Ma.

El complejo glicoproteico allb/Bllla o glicoproteina GPIIb/llla es un
heterodimero que aparece en la membrana de las plaquetas,
megacariocitos, osteoclastos y células endoteliales. En una plaqueta normal,
existen alrededor de 80.000 copias de este complejo glicoproteico. En las
plaguetas en reposo actlia como receptor con muy baja afinidad de adhesion
para las superficies cubiertas de fibrinbgeno, pero con la activacién
plaguetaria se produce un cambio conformacional de los dominios
exoplasmicos del complejo que lo hace competente para la adhesion al
fibrinbgeno soluble y a otras proteinas plasmaticas de adhesion con
secuencias especificas, entre las que se encuentra el factor de Von
Willebrand, la vitronectina, la fibronectina y la trombospondina. La unién
simultanea de las moléculas de fibrinbgeno a los receptores de plaquetas

adyacentes, conlleva una agregacion de las mismas, lo cual promueve la
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fijacion de los complejos fibrinbgeno-GPIlIb/llla al citoesqueleto plaquetario.
De este modo, se crea la unién fisica necesaria para que pueda producirse

la retraccion del coagulo (Lefkovits y cols., 1995).

Como en muchas glicoproteinas plaquetarias, el gen para el receptor
plaquetario GPIIb/llla tiene un elevado caracter polimérfico. En este sentido,
ha sido descrito un polimorfismo especifico en el exdén 2 del gen que
condiciona un cambio de prolina por leucina en el codon 33 de la molécula
del receptor. A este polimorfismo se le conoce como PIA2 (resultado de la
mutacion T1565C). Se postula que conlleva un aumento de la union del
fibrinbgeno al receptor GPIlIb/llla, con el consiguiente aumento de la
agregacion plaquetaria y formacién de trombos (Weiss y cols., 1996). Por
otro lado, tratandose de una integrina o molécula que condiciona una
interaccién entre la plaqueta activa y la matriz extracelular, se atribuyen
diferentes tipos de respuesta de reparacién endotelial y vascular a las

diferentes variantes polimorficas de esta glicoproteina.

Este alelo es observado en el 15% de la poblacion caucasica con una
distribucion de genotipos: 71% A1/ A1, 27% A1/A2y 1-2% A2/A2.Se asocia con

la enfermedad coronaria arterial (Hessner y cols, 2001).

10
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1.2. Definicion de la Enfermedad de Perthes.

La enfermedad de Legg-Calvé-Perthes es una necrosis avascular idiopatica
gue acontece en la cabeza femoral del paciente esqueléticamente inmaduro

en la época de maxima capacidad osteogénica.

El proceso de necrosis se sigue de un proceso de revascularizacion y
reparacion con reabsorcion y aposicion de hueso que es biolégica y
mecanicamente menos resistente a las fuerzas deformantes que se ejercen
sobre la cadera del nifio seguido de un proceso de remodelacién y curaciéon

de la cabeza femoral con o sin secuelas (Kim H, 2014).

1.3. Epidemiologia de la Enfermedad de Perthes.

La enfermedad de Perthes afecta por lo general a niflos con edades
comprendidas entre los 4 y los 8 afios, pero se puede presentar desde los
18 meses hasta la madurez esquelética (WiigO y cols., 2001; Joseph B y

cols., 2001).

Su incidencia anual varia segun la regiéon geogréafica (Molloy MK y cols.,
1966) entre el 0,2 y el 29,4 por 100.000 habitantes, se ha observado una
mayor incidencia en la raza caucasica siendo menos frecuente en asiaticos
(Rowe SM vy cols., 2005) y excepcional en individuos de raza negra (Purry

NA, 1982; Perry y Hall, 2011). Ademas, la incidencia se asocia con factores

11
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demograficos, como la densidad de poblacién y status socioeconémico
(Kealey WD y cols., 2000; Margretts BM y cols., 2001; Pillai A y cols., 2005),

predomina en comunidades urbanas y en grupos socioecondmicos bajos.

Es mas comun en nifios que en nifias, con una relacion de 4-5:1 y aunque
en el 8-12% de los casos existe una historia familiar, actualmente no hay
evidencias de un patron hereditario (Harper PS y cols., 1976; Tachdjian's,

2014).

La afectacién puede ser bilateral en el 10-15 % de los pacientes (Wiig O y

cols., 2006; Kenet G y cols., 2008).

1.4. Etiopatogenia de la Enfermedad de Perthes.

El origen de la enfermedad de Perthes es probablemente multifactorial y su
causa exacta es desconocida. Existen diversas teorias basadas en la

asociacion del trastorno con determinados factores.

1.4.1 Teoria vascular. Vascularizacion de la cabeza femoral

en el nifo.

El hecho de que el fendbmeno fisiopatoldgico que se produce es una necrosis
isquémica ha llevado a algunos investigadores a buscar una teoria vascular

(Atsumi y cols., 2000).
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El aporte sanguineo arterial de la cabeza femoral pediatrica (figura.1.1) se
realiza a través de una pequefia contribucion de la arteria del ligamento
redondo que es rama de la arteria obturatriz y fundamentalmente a través

del anillo vascular cervical extracapsular.

Este anillo esta formado por la anastomosis de la arteria circunfleja femoral
medial que rodea el cuello femoral posteriormente y de la arteria circunfleja
femoral lateral que lo hace anteriormente. Ambas arterias son ramas de la
arteria femoral profunda. El anillo cervical recibe también contribuciones

menores de las arterias gluteas superior e inferior.

Del anillo vascular cervical extracapsular nacen las ramas cervicales
ascendentes que a su vez dan lugar a los vasos retinaculares. Estos vasos
atraviesan la capsula articular y la sinovial y se convierten en vasos
intradseos y originan el anillo vascular subsinovial del que parten arteriolas
que atraviesan el cartilago hialino que rodea al nucleo epifisario y forman
arcadas que irrigan la totalidad de la cabeza femoral. Ramas terminales muy
importantes en la irrigacion de la epifisis en el paciente esqueléticamente
inmaduro son la arteria epifisaria lateral y una rama terminal de esta, la

arteria central de la epifisis.
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Figura. 1.1. Vascularizacion de la cabeza femoral en el nifio. Fuente: Netter FH.

Arteries of femoral head and neck. En: Atlas of Human Anatomy.6"™ Edition.
Philadelphia: Elsevier.2014.507-576.

Estudios angiograficos han demostrado la obstruccién de las arterias
capsulares superiores de la cabeza femoral en pacientes afectos de
enfermedad de Perthes , asi como una reduccion general del flujo sanguineo
con un descenso significativo del flujo de la arteria circunfleja medial.
(Theron, 1980; de Camargo y cols, 1984; Atsumi y cols., 2000;). También la

gammagrafia con tecnecio ha demostrado una reduccion en el flujo
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sanguineo en la arteria femoral en el lado afectado en los estadios iniciales

de la enfermedad (Wingstrand y cols., 1985).

Distintos estudios experimentales (Sanchis y cols., 1973) han encontrado
gue un unico episodio de infarto de la cabeza femoral no reproduce los
cambios anatdémicos vistos en la enfermedad de Perthes, y que son
necesarios varios infartos para producir el cuadro patolégico caracteristico

de la enfermedad (Inoue y cols., 1976).

Por otro lado, se ha detectado un drenaje venoso anormal de cabeza y
cuello femoral en pacientes con enfermedad de Perthes (Green y Giriffin,
1982). Este drenaje normalmente fluye a través de la vena circunfleja medial,
pero en pacientes con Perthes existe una presion venosa aumentada en el
cuello femoral y una congestién venosa metafisaria, y el drenaje venoso se
produce mas distalmente a través de venas diafisarias. Aunque estas
anomalias en el drenaje venoso son un hallazgo consistente en la
enfermedad de Perthes, todavia no esta claro si son la causa del trastorno

o el resultado de algun otro factor (Liu y Ho, 1991).

1.4.2 Teoria inflamatoria.

La sinovitis transitoria de cadera se ha considerado durante algunos afos un
posible factor causal, debido al dafio producido en los vasos epifisarios por

el aumento de presion intraarticular. Sin embargo esta teoria no se ha
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confirmado y actualmente se considera que lo que sucede es una irritacion

sinovial secundaria a la necrosis de la epifisis (Landin y cols., 1987).
1.4.3 Alteraciones de la coagulacion.

Los trabajos de Glueck y Eldridge (Glueck y cols., 1994; Glueck y cols.,
1996; Eldridge y cols., 2001) han relacionado la enfermedad de Perthes con
deficiencias en las proteinas C y S y la presencia de hipofibrinolisis. La
resistencia a la proteina C activada parece jugar un papel importante en la
patogénesis de este trastorno. Se postuldé que la trombofilia podia causar
una trombosis venosa en la cabeza del fémur, con hipertension venosa y la

muerte hipdxica del hueso causando la enfermedad de Perthes.

Otros autores han encontrado relacién entre la enfermedad y la mutacién del
factor V de la coagulacion (factor V Leiden) (Glueck y cols., 1997; Balasa y
cols., 2004) y la mutacion G20210A de la protrombina (Vosmaer y cols.,
2010). Sin embargo en otros muchos estudios no se repiten estos resultados
(Arruda y cols., 1999; Gallistl y cols., 1999; Thomas y cols.,1999; Hresko y

cols., 2002; Sirvent y cols., 2000;Kenet y cols., 2008).

Para algunos autores no parece probable que esta sea la causa de la

enfermedad por varias razones:

e es mas frecuente en nifios que en nifias (4-5:1).Las deficiencias

gue causan trombofilia hereditaria son autosémicas dominantes,
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por lo que se esperaria el mismo nimero de nifios que de nifias
(De Stefano V y cols., 1996).

e |a trombofilia hereditaria se asocia con mayor tendencia a
tromboembolismo venoso, especialmente si se asocia a factores
de riesgo circunstancial (cirugia, inmovilizacion). Tras la cirugia de
cadera en la enfermedad de Perthes no se encuentra esta mayor
frecuencia de sucesos tromboembolicos (De Stefano V y cols.,

1994).

1.4.4. Enfermedad multifactorial.

Esta teoria defiende que la enfermedad de Perthes estaria causada por la

confluencia de factores genéticos y ambientales.

Aunque la incidencia de historia familiar positiva en pacientes con
enfermedad de Perthes oscila desde 1,6% hasta el 20%, actualmente no hay
evidencias de que la enfermedad de Perthes sea una condicién hereditaria.
Factores como el bajo nivel socioeconomico, el &mbito rural, padres
desempleados, familias numerosas, se han relacionado con la enfermedad
de Perthes. Esto podria sugerir una influencia nutricional en la etiologia de la

enfermedad (Hall AJ y cols., 1989; Weinstein, 2006).

Hay estudios que relacionan la exposicion pasiva a humo de tabaco (Garcia

Mata S y cols., 2000; Gordon JE y cols., 2004) asi como el consumo de
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tabaco materno durante el embarazo con la enfermedad de Perthes

(Bahmanyar y cols. 2008).

1.4.5. Hiperactividad o trastorno de déficit de atencién.

Algunos nifios con enfermedad de Perthes tienden a ser extremadamente
activos fisicamente y algunos son patolégicamente hiperactivos o sufren de
trastorno de déficit de atencion, si bien aun se debe esclarecer el papel de la

hiperactividad en este trastorno (Loder y cols., 2003).
1.4.6. Hipodtesis “unificadora”.

Propone que en un nifio constitucionalmente predispuesto sobrevendria un
traumatismo que daria lugar a una isquemia de los vasos nutricios
intradseos, siendo necesario que ocurran al menos dos episodios de
interferencia o0 cese vascular para que se pongan en marcha los
mecanismos patogénicos que conducen a los cambios anatomopatolégicos
caracteristicos del Perthes (teoria del doble infarto) (Inoue y cols., 1976;

Malagon, 1999).

* Factores constitucionales predisponentes.

e Historia familiar: Se han descrito cambios similares a los que
acontecen en la enfermedad de Perthes en familias japonesas
portadoras de una mutacion del gen COL2A1 que codifica la sintesis

de colageno tipo | (Tachdjian’s, 2014).
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Raza: La enfermedad es mas frecuente en la raza caucasica, en
japoneses y esquimales que en la raza negra. Se ha demostrado que
en esta Ultima existe un mayor niumero de anastomosis vasculares
intradseas y de vasos retinaculares (Perry y Hall, 2011).

Edad: La enfermedad de Perthes suele acontecer en nifios entre 2 y
12 afos de edad, con un pico de frecuencia del 80% entre los 4 y los
8 afios. Ello es debido a que en este intervalo de edad existe una
mayor precariedad en la vascularizacion de la region epifisaria que se
realiza en su casi totalidad a través de los vasos retinaculares y sus
ramas terminales, la circulacion metafisaria que es importante en
nifios menores de 4 afos no garantiza el aporte vascular, dado que la
fisis actia como barrera entre la circulacion metafisaria y la epifisaria
y los vasos del ligamento redondo no aportan una contribucion
importante en esta edad ( Chung SM, 1976).

Retraso en la edad Osea: Se ha demostrado un retraso en la edad
0sea en nifios diagnosticados de Perthes antes de los 5 afios de edad
gue es de media de 1 afio en nifios y de 2 afios en niflas (Fisher,
1972; Bohr, 1979). Esto ocasiona una hipotrofia relativa del nucleo de
osificacion de la cabeza femoral y una hipertrofia relativa del cartilago
hialino que lo recubre, existiendo por lo tanto una mayor probabilidad

de que los vasos se lesionen al atravesarlo (Little y Kim, 2011).
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e Sexo: Es mas frecuente en varones en una proporcion de 5:1. Ello
puede ser debido a la mayor actividad fisica de los nifios ( Perry Dc y
cols., 2011).

e Otras entidades patoldgicas: La enfermedad de Perthes, se asocia
con mayor frecuencia a sindrome de Down, osteocondrosis,
malformaciones de la columna vertebral (Makin y cols., 1992) y
malformaciones genito-urinarias (Catterall A y cols.,1971) y con la

disminucién de los niveles de somatomedina (Weinstein SL, 2006).

* Traumatismo.

La teoria traumatica como causa de la enfermedad de Perthes fue
inicialmente sospechada y descrita por Legg en su articulo original.
Numerosos autores han tratado de comprobarla experimentalmente; entre
ellos: Trueta (Trueta J, 1968) , Caffey (Caffey J, 1968), Ferguson (Ferguso

AB, 1978) y mas recientemente Thompson y Salter (Salter y cols., 1984).

Méas que un traumatismo Unico de alta energia podria tratarse de mdltiples
traumatismos de baja energia que tendrian lugar durante el desempefio de
las actividades normales de un nifio sano constitucionalmente predispuesto.
De acuerdo con Ponseti (Ponseti y cols., 1983), se presume que esta
interrupcion ocurre, cuando los vasos retinaculares atraviesan la capa
espesa de cartilago en el reborde del cartilago epifisiario. La sacudida

brusca de este cartilago producido por la accion de un trauma, puede ser
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suficiente para alterar la continuidad de los vasos, antes de que estos

alcancen el nucleo epifisario.

Por arteriografia superselectiva se ha demostrado que la abduccién brusca
de la cadera disminuye el riego de la arteria circunfleja femoral medial y que
si la abduccién se combina con intrarrotacion de la cadera, cesa el riego a

través de la arteria epifisaria lateral (Atsumi y cols, 2000).

* Teoria de la doble interferencia circulatoria

Los trabajos experimentales llevados a cabo en perros por varios
investigadores principalmente los realizados por Inoué y cols. del London
Hospital (Inoué y cols., 1976), produciendo interrupciones de la suplencia
vascular a la epifisis femoral superior, asi como los estudios de biopsias de
epifisis 6seas femorales de nifios con enfermedad de Legg-Calvé-Perthes
llevados a cabo por Osaka y Mizuno en Japén y Freeman y Vernon-Roberts
en Inglaterra ( Inoué y cols., 1976), tratan de demostrar que es necesario un
doble accidente vascular consecutivo para que tenga lugar una verdadera

enfermedad de Legg-Calvé-Perthes.

- Primer accidente vascular

Se produce por lesion de la arteria epifisaria lateral y conduce a una necrosis
de toda la epifisis y de la capa profunda del cartilago articular asi como un
cese de la osificacion encondral. La capa superficial del cartilago, continda

creciendo porque se nutre a expensas del liquido sinovial. La fase de
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necrosis se sigue de una rapida revascularizacion por repermeabilizacion de
los vasos primitivos y de una reosificacion de todo el nucleo a excepcion de
su parte mas apical. Si solo ocurre esta fase el nifio permanece asintomatico

y la cadera cura con normalidad y no desarrolla deformidad.

- Segundo accidente vascular.

Acontece en la region mas apical del nacleo cefélico en fase de reosificacion
en una region expuesta a cizallamiento por ser una zona donde confluyen
fuerzas de tension y compresion. En esta zona apical, existe una mayor
fragilidad 6sea motivada por un incremento del mineral calcico lo cual se ha
demostrado gracias a una técnica conocida como retrodispersion de
imagenes electrénicas (Hofstaetter y cols., 2010). Esta region de la epifisis
esta irrigada por la arteria epifisaria central rama terminal de la arteria
epifisaria lateral. La lesion de este vaso, se produciria por la accion de
fuerzas mecénicas que actlan sobre la cabeza femoral como la carga
ponderal y las fuerzas musculares. Estas fuerzas serian también
determinantes de que ocurra una fractura subcondral, que a su vez
aumentaria la lesion vascular. Como consecuencia de este segundo
episodio isquémico se produce una necrosis parcial del nucleo que afecta a
la region anterior superior y lateral de la epifisis. El area afectada estaria
rodeada de hueso no isquémico. Se sigue de un proceso de
revascularizacion, que es mucho mas lento, debido a que los vasos

primitivos estan ocluidos por trabéculas de hueso muerto y por la invasion de
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tejido fibroso. Existe irregularidad en la reparaciéon 6sea con un predominio
de reabsorcion 06sea y una aposicion ésea retrasada y disminuida lo cual
determina que se altere la resistencia 6sea. Esto conduce al desarrollo de la

clinica y los cambios que caracterizan a la enfermedad de Perthes.

1.5. Alteraciones Anatomo-patoldqgicas.

Independientemente de la causa, la interrupcion del suministro de sangre a
la cabeza femoral, produciendo necrosis isquémica, que parece ser un
evento patologico clave, dando lugar a los cambios estructurales y
patologicos posteriores en la cabeza femoral. El cese del flujo vascular a la
cabeza femoral se sigue de un proceso de revascularizacion, reosificacion y
remodelacion que afecta al cartilago articular, a la epifisis, a la fisis y a la

metéfisis (Kim H, 2012; Kim H, 2010).

A nivel del cartilago articular se produce una necrosis de su capa profunda y
un cese de la osificacion encondral. Tras la revascularizacion, esta se
reestablece pero puede aparecer deformidad de la cabeza femoral si no se
realiza de forma circunferencial y simétrica. En la epifisis sobreviene una
necrosis de los osteocitos y de la médula ésea seguida de un proceso de
revascularizacion y reparacion 6seo que es patoldégico por existir un
predominio de la reabsorcibn osteoclastica con una aposicion o6sea

osteoblastica disminuida y retrasada. Esto conduce a una alteracion de la
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resistencia de la epifisis que puede llevar a su colapso y pérdida de

esfericidad (Kim H, 2012; Kim H, 2010).

La fisis sufre una desorganizacion del cartilago de crecimiento y pérdida de
la disposicién columnar de los condrocitos con alteracion de la osificacion.
Esta distorsion fisaria da lugar a la aparicion de puentes fisarios y alteracion
del crecimiento del cuello femoral con posibilidad de aparicion de una coxa
vara y/o breve. En la metafisis observamos un ensanchamiento por
hiperaflujo vascular y presencia de areas de fibrocartilago procedente de la

fisis (quistes metafisarios) (Kim H, 2012; Kim H, 2010).

Finalmente se llega a una fase residual o de deformidad causada por una
alteracién de las propiedades mecanicas de la cadera que conducen a la
aparicion de las deformidades residuales. Autores como Catterall (Catterall
A, 1971) opinan que es debida a que el hueso necrético es reabsorbido y
sustituido por un hueso nuevo, inmaduro y biolégicamente poco resistente a
las fuerzas deformantes como el peso corporal y las fuerzas que se ejercen

a traves de las articulaciones de la pelvis infantil (Suehiro M y cols., 2000).

En un estudio reciente realizado por Kim (Kim H, 2012) en animales de
experimentacion han demostrado que la deformidad de la cabeza femoral
gue acontece en el Perthes es debida a una falta de acoplamiento entre una
reabsorcién osteoclastica precoz y aumentada y una aposicion o6sea
disminuida y retrasada. También se ha visto que la administracion de

sustancias inhibidoras de la funcién osteoclastica como lo bifosfonatos y de
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sustancias que potencian la actividad osteogénica como las BMP
disminuyen la deformidad de la cabeza femoral (Little D y cols., 2011).
Como consecuencia del hiperaflujo vascular que se produce tras la necrosis
inicial se produce un ensachamiento metafisario y una cabeza magna.
Debido a la alteracion de las propiedades mecanicas y biologicas, la cabeza
femoral puede sufrir un colapso y pérdida de esfericidad desarrollandose una
cabeza ovoidea que puede progresar a una coxa plana. El colapso de la
cabeza lleva también a una extrusion lateral de la misma. La region de la
cabeza femoral extruida sigue creciendo, el reborde acetabular causa un
pinzamiento de la misma que es mayor durante el movimiento de abduccion.
Esta condicion conduce a una deformidad estructurada conocida como
cadera en bisagra. La lesion de la fisis del cuello femoral provoca el
desarrolllo de una coxa breve y en ocasiones vara. El trocanter mayor,
contina creciendo a través de su fisis y de su apdfisis que no han sido
dafiadas, esto provoca una hipertrofia relativa del trocanter mayor y una
insuficiencia glutea. Los cambios acetabulares, son secundarios a los
cambios femorales y debidos a la capacidad de remodelado del acetabulo
infantil. Este, se ensancha para adaptarse a la cabeza femoral pero no
aumenta de profundidad. Estas deformidades y la incongruencia articular
femoro-acetabular conducen a la aparicion de una coxartrosis precoz en el

adulto joven (Kim H, 2011).
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1.6. Clinica

El sintoma de presentaciéon mas frecuente es una cojera indolora durante un
periodo variable. El dolor, si esta presente, suele estar relacionado con la
actividad y se puede localizar en la ingle, la region anterior del muslo o en la
rodilla. De forma menos frecuente, el comienzo puede ser mucho mas agudo

y se puede asociar con imposibilidad para caminar.

En el examen fisico, se puede observar marcha antidlgica o de
Trendelenburg. Por lo general, hay una limitacion de la rotacion interna y la
abduccion de la cadera. También puede haber una leve contractura en
flexion de la cadera, de 10 a 20°. La atrofia de los musculos del muslo, la
pantorrilla o la nalga puede ser evidente. Se podria observar una aparente
desigualdad de la longitud de los miembros inferiores, debido a una
contractura en aduccion o a verdadero acortamiento del lado comprometido

por colapso de la cabeza femoral.

El diagnéstico diferencial durante la evaluacion inicial incluye etiologias
inflamatorias o infecciosas, como sinovitis transitoria de cadera, artritis
séptica o artritis juvenil. Otras causas conocidas de osteonecrosis son
anemia drepanocitica, talasemia, hemofilia, puarpura trombocitopénica
idiopéatica, leucemia y enfermedad de Gaucher. En casos bilaterales
simétricos, corresponde considerar una displasia esquelética, como displasia

multiple o espondiloepifisaria.
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1.7. Clasificacion de la Enfermedad de Perthes.

Existen en la literatura multitud de clasificaciones aplicadas a la enfermedad

de Legg-Calvé- Perthes.

Hay clasificaciones realizadas sobre las caracteristicas del paciente,
englobando aquellas que se realizan sobre factores de género, factores
de tipo étnico o racial del sujeto. Igualmente se incluirian aquellas
clasificaciones realizadas sobre factores sociales o econémicos asi como
aguellas realizadas sobre la bilateralidad de la enfermedad o la sincronicidad
de su desarrollo sin embargo la clasificacién basada sobre las caracteristicas
del paciente en la enfermedad de Perthes mas significativa es aquella
realizada sobre la edad del nifio, agrupandose tradicionalmente en 2 grupos:
menores de 6 afios, tienen buen prondéstico y mayores de 6 afios tienen mal
prondstico. Esto podria ser debido a que cuanto mas pequefio sea el nifio de
mas tiempo dispondria para para la remodelacion de cualquier deformidad
de la cabeza del fémur. Ippolito y cols (Ippolito y cols, 1987) estudiaron de 61
nifios con enfermedad de Perthes y afectacién unilateral. La edad media al
diagndstico fue de 7 afios 5 meses y en el seguimiento fue de 32 afios, un
intervalo promedio de 25 afios. Encontraron tres grupos de edad de los
pacientes para realizar diferente prondstico a largo plazo (basandose en la
clasificacion de Catterall y Stulberg que describiremos a continuacion). Los
menores de cinco afios de edad al momento del diagndstico mostré una

correlacion estadisticamente significativa entre el grupo de Catterall y clases
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Stulberg | y Il. Los pacientes de entre cinco y nueve afios de edad al
momento del diagndstico mostraron una correlacion significativa entre el
grupo de Catterall y Clases Stulberg I, IlI, 1l y IV, mientras que en los
pacientes diagnosticados después de nueve afios de edad no hubo
correlacion estadistica entre el grupo de Catterall y clase Stulberg, teniendo

todos un mal prondstico y acabar en clases Stulberg Ill, IV y V.

En segundo lugar estan las clasificaciones segun la fase cronolégica en la
que se encuentra la enfermedad, entre ellas la mas conocida es la
clasificacion de Waldenstrom (Waldenstrém H, 1922). Define los grupos o
fases en base a las alteraciones anatomopatoldgicas y su repercusion

radiologica en la cabeza femoral:

- Fase I esclerotica o condensacion: Es el estadio inicial de necrosis
avascular. Se caracteriza por un aumento de la densidad epifisaria, un
nacleo de osificacibn mas pequefio y ensanchamiento del espacio
articular medial. Se producen por detenciébn de la osificacién
endocondral por la isquemia e hipertrofia del cartilago articular.

- Fase Il: Fragmentacién o reabsorcion: el hueso necrosado comienza
reabsorberse. El ndcleo de osificacion aparentemente esta
fragmentado por la presencia de areas radioltcidas (reabsorcion de
hueso necrético) junto a zonas radioopacas o densas. Un signo
precoz también es la “fractura subcondral o crescent sign”, linea

radiolicida semilunar subcondral que se extiende en la epifisis desde
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anterior a posterior y de fuera a dentro, en longitud variable. Su
longitud determina la extension del area de necrosis. Donde mejor se
ve es en la proyeccion axial. Esta presente en un 25% de los casos.

- Fase lll: Reparacion o reosificacion: comienza el proceso de curacion.
Desaparicion gradual de las zonas radiolucidas, recuperando el
nacleo de osificacion una densidad homogénea normal.

- Fase IV: Residual: con recuperacion de la densidad 6sea normal con

o sin la aparicion de deformidades en la cabeza.

En tercer lugar se encuentran aquellas clasificaciones, en funcién de la
severidad de la enfermedad que inciden sobre aspectos relacionados con la
extension o las alteraciones morfolégicas de la cabeza femoral, pudiendo
realizarse en diferentes estadios de la enfermedad. Entre ellas las mas
conocidas son la clasificacion de Caterall (Catterall, 1971), la clasificacion de
Salter y Thompson (Salter RB, Thompson GH, 1984), la clasificacién de
Herring (Herring JA y cols., 1992), la de Mose (Mose K, 1980) o la

clasificacion de Stulberg (Stulberg y cols., 1981).

En 1984 Salter y Thompson (Salter RB, Thompson GH, 1984), realizan su
clasificacion que se basa en la presencia de la fractura subcondral en la
proyeccion axial (figural.2). Debido a que la fractura subcondral se puede
observar en la etapa de fragmentacion temprana de la enfermedad, tiene
valor pronostico. Define un tipo A en el que la fractura subcondral abarca

menos del 50% de la anchura de epifisis y se asocia a un pronostico
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favorable y un tipo B en el que la fractura alcanza mas de la mitad de la
epifisis e indica mayor extension de la enfermedad y por tanto peor
pronéstico. Es simple y puede utilizarse precozmente, aunque presenta la
desventaja de basarse en la fractura subcondral, que sélo esta presente en

el 30% de los casos.

. A ‘_ y

\ A

4 ‘ J \ A ik \ B

Figura 1.2. Clasificacion de Salter y Thompson. Fuente: Laville JM.EMC:
Enfermedad de Legg-Perthes-Calvé. Aparato locomotor. 2010; 43(3): 1-10.

En 1971 A. Catterall (Catterall, 1971) describe la primera de las grandes
clasificaciones de extension en la enfermedad de Perthes (figuras.1.3 y 1.4).
Esta clasificacion se realiza sobre proyecciones anteroposteriores y axiales
de la cabeza femoral afecta en la fase de fragmentacion tardia describiendo

cuatro grados.

e El Grado I: presenta un grado de afectacibn menor al 25% de la
cabeza femoral, especialmente en la zona anterior de la misma. No

presenta alteracion metafisiaria, colapso o secuestro asociado.
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e El Grado II: presenta una afectacion superior al 50% con repercusion
en la zona anterior y central de la cabeza femoral. Presenta una
alteraciéon metafisiaria limitada sin colapso de la cabeza o con un
colapso minimo y sin secuestros.

e EIl Grado lll: presenta una alteracion que puede alcanzar el 75% de la
cabeza femoral preservando Unicamente la zona mas lateral de la
cabeza. Presenta una alteracion metafisiaria difusa con existencia de
colapsos y secuestros asociados.

e EIl Grado IV: presenta una lesion que implica el 100% de la cabeza
femoral con una alteracion metafisiaria severa y colapso importante

de la misma.

Esta clasificacion tiene valor prondéstico. Los grados | y Il tienen buen

prondstico y los grados 1] y \V mal prondstico.
k‘. Ky /\:_ ' -
= &
Group | ) Group Il
< /—~f < ' . \ *I ;'7'_
Group Il . V(’}mup v

Figura.1.3. Clasificacion de Catterall. Fuente: Skaggs DL, Tolo VT: Legg-Calve-
Perthes disease. J Am Acad Orthop Surg. 1996; 4:9-16.
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Grado |

Grado Il Grado Il

i Grado IV

Figura.l1.4. Clasificacion de Catterall. Fuente: Catterall A: The natural history of
Perthes’ disease, J Bone Joint Surg Br 53:37, 1971.
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En el afio 1992, Herring y colaboradores (Herring JA y cols., 1992), definen
una de las mas conocidas clasificaciones de extension de la enfermedad de
Perthes. Se basa en la integridad o no del “pilar lateral o externo” de la
cabeza en radiografia A.P, durante la fase de fragmentacién, comparandolo
con la cabeza contralateral sana. El pilar lateral ocupa del 15% al 30%
externo de la anchura de la cabeza (el central el 50% y el medial el 20 a

35%).

De este modo define tres grupos:

- Grupo A: no hay afectacion del pilar lateral, ni cambios de densidad
en el mismo o pérdida de altura.

- Grupo B: el pilar lateral presenta una radiolucencia en con una
pérdida de altura que no excede del 50%.

- Grupo C: que presenta una mayor radiolucencia del pilar lateral con

una pérdida de altura superior al 50%.

El propio Herring en el afio 2004 (Herring JA y cols., 2004) realiza una
modificacion de la clasificacion afiadiendo un grupo intermedio que define
como un grupo B/C que presentaria como caracteristicas especificas un pilar
lateral estrecho de entre 2 y 3 milimetros de anchura pero superior al 50%
de la altura de la cadera contralateral o bien un pilar lateral con poca
osificacion pero al menos con el 50% de la altura respecto a la cadera

contralateral. Igualmente clasifica en este grupo aquellos pilares externos
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con un 50% de la altura pero hundido en relacion al pilar central (sin colapso

central) (figuras 1.5y 1.6)

Esta clasificacion tiene también valor prondstico. El grupo A tiene buen

pronéstico, el grupo C tiene mal prondéstico y el grupo B y B/C prondstico

intermedio.

Lateral Pillar B/C Lateral Pillar C

Figura 1.5. Clasificacion de Herring. Fuente: Kim H, Herring JA. Pathophysiology,
Classifications, and Natural History of Perthes Disease. Orthop Clin N Am. 2011;42:
285-95.

Grupo A Grupo B Grupo B/C Grupo C
Figura 1.6. Clasificacion de Herring. Fuente: Kim H, Herring JA. Legg-Calve-Perthes
disease. En: Herring J. Tachdjian's. Pediatric Orthopaedics. 5" Edition. Texas:

Elsevier; 2014.580-629.
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En 1981 S. Stulberg (Stulberg y cols., 1981) define la que sera utilizada
como clasificacion de resultados mas habitual (figura.1.7). Esta clasificacion,
gue se realiza en fase de curacion, es la que presenta mayor utilidad a la
hora de evaluar las secuelas de la enfermedad de Perthes. Segun el grado
de deformidad de la cadera la evolucion hacia la coxartrosis sera mas o
menos evidente. Define cinco grupos o clases distinguiendo como clase |
aguellas caderas en las que no se aprecia diferencia con la cadera normal,
clase Il aquellas caderas que presentan una discrepancia menor a 2 mm en
relacion a la cadera normal, clase Ill aquellas cabezas femorales ovoideas
gue discrepan en mas de 2 mm de la cabeza femoral sana, clase IV aquellas
cabezas femorales que presentan al menos 1 cm de aplanamiento en el area
de carga de la cabeza femoral y clase V aquellas cabezas con colapso

femoral generalmente central presentando cuello y acetabulos normales.

Las caderas clase 1y 2 son esféricas y congruentes, con buen prondstico a
largo plazo. Las caderas clase 3 y 4 son anesféricas y congruentes con un
prondstico a largo plazo intermedio y las caderas clase 5 son completamente

anesféricas e incongruentes con un riego elevado de artrosis precoz.

Esta clasificacion presenta para autores como Neyt (Neyt y cols., 1999)
problemas en la definicion especifica de los grupos, habiendo llevado esta
situacion a la simplificacion de la clasificacion en dos unicos grupo

diferenciandose en aquellos grupos con cabeza esférica (grupos I, Il ), de
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buen prondstico y aquellos grupos con cabeza no esférica (lIl,IV y V) de mal

pronéstico.

Normal Ovoide Plana

Figura. 1.7. Clasificacion de Stulberg. Fuente: pagina web del Hospital Scottish Rite

for children de Texas. Disponible en: www.tsrhc.org/ Perthes disease.

1.8. Historia natural y factores de riesqo.

La enfermedad de Perthes sigue un curso autolimitado y unicamente habria
que tratar a aquellos pacientes que presente un riesgo elevado de
desarrollar una cadera incongruente. Por ello se han identificado una serie

de factores de riesgo que permiten identificar esos casos:

- Edad al comienzo de la enfermedad. A menor edad de inicio, mejor
resultado a largo plazo. La edad critica se establece a los 6 afos,
nifos > 6 afos tiene peores resultados porque la capacidad de

remodelacion es menor (Herring HA y cols., 2004).
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Extension de la afectacion epifisaria. A mayor extension de la lesion
epifisaria mayor probabilidad de colapso y deformidad, y peores
resultados a largo plazo (artrosis precoz). Los estadios Ill y IV de
Catterall, el grupo B de la clasificacion de Salter y el grupo C de la
clasificacion de Herring, se asocian a un peor pronagstico.

Signos de cabeza de riesgo, descritos por Catterall (Catterall A,
1971): calcificacion lateral de la epifisis, horizontalizacién de la fisis,
subluxacion lateral de la cabeza femoral, sigho de Gage o zona
osteolitica lateral metafisoepifisaria y radiolucencia metafisaria. Su
presencia avisa sobre mala evolucion y deformidad epifisaria, con
malos resultados y degeneracion articular precoz. (figura 1.8)
Contractura en aduccion y/o flexion de la cadera que si son

mantenidas limitan la movilidad y pueden condicionar la subluxacién

lateral (Grzegorzewsky Ay cols., 2006).

Signo de Gage Radiolucencia metafisaria. Subluxacion lateral y

Calcificacion lateral. fisis horinzontal.

Figura.1.8.Signos de cabeza de riesgo. Fuente:Enfermedad de Legg-Calve-Perthes.

En: Staheli L. Ortopedia Pediatrica.1? ediccion. Madrid: Marban;2003.146-151.

37



Introduccioén

1.9. Tratamiento

El objetivo del tratamiento en la enfermedad de Perthes es prevenir o
minimizar la deformidad en la cabeza femoral, manteniendo una cadera

congruente, contenida y completamente movil (Joseph B y cols., 2011)

Debemos de tener en mente 2 principios:

1. Mantener la movilidad: la restriccibn de la movilidad en estos

pacientes es debido inicialmente a la sinovitis de la cadera que
ocasiona contractura de los musculos aductores y psoas.

Existen diferentes métodos para mantener la movilidad articular que
van desde el reposo en cama hasta la fisioterapia (Carney BT y
cols.,2004; Terjesen Ty cols.,2010)

Es primordial restaurar la movilidad pues nos va a permitir abducir la
cadera y colocar la porcion anterolateral de la cabeza femoral en el
acetdbulo, en posicion de contencidn. Esto se debe conseguir antes
de instaurar cualquier tratamiento, sea quirdrgico u ortopédico.

2. “Contencion”: consiste en matener la cabeza femoral dentro del
acetabulo, impidiendo su luxacién y deformidad. El acetabulo actia de
model para contener una cabeza una cabeza en el estadio
biolégicamente plastico del proceso (cuando esta es vulnerable a la
deformidad y mientras dura el proceso de renegeneracion),

manteniendo su forma esférica o remodelandola si se ha deformado.
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Para que el tratamiento sea efectivo debe iniciarse en la fase inicial o
de fragmentacion ( Joseph B y cols., 2003), que es cuando la cabeza
tiene aun capacidad plastica.

La contencion puede hacerse de forma ortopédica o quirurgica.

Contencioén ortopédica:

Se han utilizado muchos tipos de ortesis pero todas ellas aseguraban la
contencion mediante la abduccién de la cadera: ortesis que limitaban la
carga, ortesis que permitian la carga pero limitaban la movilidad y aparatos
que permitian la carga y cierto grado de movilidad manteniendo una

abduccion fija, como la ortesis Scottish Rite (Price CT y cols., 2011).

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha puesto en duda su eficacia y
actualmente se tiende a desaconsejar su uso (Herring HA y cols., 2004;

Wiig O y cols.,2008).

Contencién quirdrgica:

La contencién quirdrgica se puede conseguir recolocando la cabeza del
fémur en el acetabulo mediante una osteotomia varizante femoral (OVF) o
redireccionando el acetabulo mediante una osteotomia pélvica (Salter, Shelf,
triple osteotomia pélvica), o bien combinando ambas (OVF y Salter) (Price

CTy cols., 2011).

Hoy en dia, se investiga con tratamientos biol6gicos que tienen su base en

las alteraciones anatomopatoldgicas sufridas por la cabeza durante el curso
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de la enfermedad. Como ya vimos al hablar de la anatomia patologica de la
enfermedad, la deformidad de la cabeza femoral que acontece en el Perthes
es debida a una falta de acoplamiento entre una reabsorcion osteoclastica
precoz y aumentada y una aposicion 6sea disminuida Yy retrasada de ahi
gue se esté investigando si la administracion de sustancias inhibidoras de la
funcién osteoclastica, como lo bifosfonatos, y de sustancias que potencian la
actividad osteogénica, como las BMP, disminuyen la deformidad de la

cabeza femoral (Little D y cols.,2011; Kim H, 2012).
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2. Justificacion y Objetivos

La enfermedad de Legg-Perthes-Calvé es un proceso patolégico que afecta
al desarrollo de la cadera del nifio. Aunque sabemos que se produce por
necrosis aséptica de la cabeza femoral, las causas que originan tal necrosis
se desconocen realmente. Una de las hipotesis aun en discusion es la de una
pérdida de vascularizacion por fenémenos tromboticos, o que nos ha
motivado a investigar posibles alteraciones genéticas protromboticas que
afectan la regulacion de la cascada de la coagulacion. Existen controversias
acerca de la relacién de las anomalias genéticas asociadas a la trombofilia y
la etiopatogenia de la enfermedad de Perthes y apenas hay estudios que

traten su implicacion en la gravedad de dicha enfermedad.

Para el estudio de variables epidemiolégicas asociadas a enfermedades
relativamente poco prevalentes como la enfermedad de Perthes, en los que
se eviten elementos de confusion derivados de la seleccion de la muestra, la
comunidad autdnoma de Cantabria cuenta ventajas determinantes. La unidad
de Ortopedia Infantil del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla es
responsable del seguimiento de todos los nifilos y adolescentes
diagnosticados de enfermedad de Perthes y cuenta con la ventaja de utilizar
criterios diagnosticos y de seguimiento uniformes, lo que brinda
homogeneidad a la muestra a la hora de identificar factores ligados a la

patogenia de esta enfermedad.
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Este trabajo se ha disefiado con el fin de estudiar si determinados factores
genéticos ligados a trombofilia hereditaria estan relacionados con la gravedad
de la enfermedad de Perthes. El fin Ultimo del estudio pretende reconocer si
existen factores predisponentes ligados a la gravedad en la enfermedad de
Perthes que nos puedan ayudar a tomar decisiones terapéuticas en las fases

iniciales de la enfermedad.

A los estudios realizados por otros autores en relacién con la trombofilia
hereditaria, (mutacion G1619A del factor V, mutacibn G20210 de la
protrombina y mutacion C677T para la metilentetrahidrofolato reductasa), y
que ya en algunos casos han demostrado su relacién con diversos procesos
protrombdticos, afiadimos la caracterizacion para el polimorfismo PIA? de la
glicoproteina plaquetaria llb/llla. Esta Ultima variante genética es mas
prevalente en pacientes con mayor dafio tisular tras mecanismos de isquemia

y esta implicada en mecanismos de remodelado tisular.

Nuestra hipétesis de trabajo es que la presencia de alguno de los
polimorfismos estudiados estén implicados en la gravedad de la enfermedad

de Perthes y pueda ser predictor de mala evolucion.

2.1. Objetivos

2.1.1 Obijetivo principal

Analizar si la mutacion G1691A para el Factor V, la mutacion G20210A del

gen de la protrombina, la mutacion C677T del gen para la
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metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y la presencia de la variante
mutada PIA? del gen para la glicoproteina plaquetaria Ilb/llla estan implicados
en el curso clinico de la enfermedad de Perthes, particularmente en las formas

mas severas (Catterall Il y V).

2.1.2. Objetivos secundarios

2.1.2.1 Analizar las caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad de

Perthes en Cantabria.

2.1.2.2 Analizar la prevalencia de distintas anomalias genéticas asociadas a
trombofilia en nuestra poblacion afecta de enfermedad de Perthes,

comparandola con la prevalencia en la poblacion general.

2.1.2.3 Analizar la prevalencia del polimorfismo PIA2 del gen para la
glicoproteina plaquetaria llb/llla en nuestra poblacion afecta de enfermedad

de Perthes, comparandola con la prevalencia en la poblacion general.

2.1.2.4 Analizar si diferentes haplotipos genéticos de diversas proteinas
relacionadas con mecanismos de trombosis, reparacion tisular y alteraciones
en el remodelado de la matriz extracelular (la mutacion C677T para la MTHFR
y el polimorfismo PIA? del gen para la glicoproteina plaquetaria llb/Illa),

podrian influir en el curso clinico de la enfermedad de Perthes.
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3. Material y métodos

3.1. Pacientes

Se realizé un estudio de cohortes, incluyendo a 41 nifios diagnosticados de
enfermedad de Perthes en la Unidad de Ortopedia Infantil del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla entre enero de 1996 y diciembre de
2014.Todos presentaron caracteristicas clinicas y radiolégicas de
enfermedad de Perthes Se recogio la edad a la que se diagnostico la
enfermedad y la severidad segun la clasificacion de Catterall, si habian
precisado o0 no cirugia, si la afectacion era unilateral o bilateral y el resultado
final segun la clasificacion de Stulberg ( Anexo | ). En 10 de ellos, la

participacion fue bilateral, representando un total de 51 caderas.

La presencia de otras causas de osteonecrosis fue motivo de exclusion: uso
de esteroides, hipotiroidismo, displasia epifisaria, enfermedad oOsea
metabdlica, enfermedad de células falciforme, lupus, fractura de cadera,

artritis séptica.

Ninguno de los pacientes tenia evidencia clinica o familiar de enfermedades
vasculares significativas, como aterosclerosis grave, trombosis arterial,
enfermedad coronaria, hipertension, enfermedades renales, cardiopatias
isquémicas, enfermedades cerebrovasculares o trastornos coexistentes que

pudieran asociarse a los polimorfismos analizados.
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Se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes
individuales (de sus padres o tutores) de acuerdo con los criterios de la
Declaracion de Helsinki, una declaracion de principios éticos para la
investigacion médica con sujetos humanos, incluida la investigacion sobre
material y datos humanos identificables. El estudio ha sido supervisado y
aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario y Universitario de
autores (CEIC-C: Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria),
(Anexo II). Después de obtener el consentimiento informado de los padres de
todos los pacientes, se extrajo una muestra de sangre para el andlisis de
ADN.Las técnicas de analisis molecular se llevaron a cabo en el Laboratorio
de Pediatria del Departamento de Ciencias Médicas y Quirargicas de

Facultad de Medicina de Santander.

3.2. Controles

Se utilizé un grupo control de 118 individuos sanos, sin historia previa de
tromboembolismo, y representativos de la poblacion general de nuestra
regibn, cuyas muestras de sangre se obtuvieron tras consentimiento
informado para el estudio AVENA (estudio de hébitos nutricionales y de
estilo de vida relacionados con riesgo cardiovascular financiado por el FIS
afios 2002-2005 y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de

Cantabria (CEIC-C)) (Anexo IlI).
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La poblacién control, ajustada en edad y sexo a la poblacién de pacientes,
se utiliza como referencia de la prevalencia de cada uno de los
polimorfismos en nuestra poblacion y se corresponde con los resultados

obtenidos en estudios mas amplios llevados a cabo en nuestro entorno.

3.3 Andlisis genético

3.3.1 Extraccion del DNA

A los participantes en el estudio, se les extrajo una muestra de 2 ml de
sangre periférica en tubos con EDTA como anticoagulante, a partir de los
cuales se realiz6 la purificacion de DNA gendmico mediante el método
modificado de Higuchi (1989). EI DNA obtenido se congel6 a -20°C hasta su

posterior analisis.

Posteriormente, se realizé el estudio de los polimorfismos genéticos
analizados mediante amplificacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y Analisis de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)
obtenidos tras digestion con el enzima de restriccibn correspondiente,

siguiendo los protocolos descritos a continuacion.
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3.3.2 Determinacion del polimorfismo PIA2 del gen de la

glicoproteina plaquetaria llib/llla.

El andlisis del polimorfismo PIA? de la Glicoproteina Plaquetaria llla/llb
(rs5918) se realiza siguiendo el protocolo descrito por Weiss y colaboradores

(Weiss et al., 1996), con ligeras modificaciones.

Se realiza una amplificacién de DNA a partir de los siguientes cebadores:
G3P Up: 5 TTCTGATTGCTGGACTTCTCTT 3

G3P Down: 5 TCT CTC CCC ATG GCA AAG AGT 3

La reaccion de PCR se realizé en un volumen total de 50 puL que contenia:
3 uL de ADN gendmico, 2 mM de MgCI2, 0,2 mM de mezcla de dNTP,
0,8 UM de cada cebador, 10% de DMSO (Sigma, Sant Louis, MO, EE.UU.) y
2U de Taqg polimerasa (BioTaq polimerasa, Bio-Line, Londres, Reino Unido),
utilizando un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, Foster City, CA, EE.UU.). La amplificacion
consisti6 en una desnaturalizacion inicial (94°C, 5 min); 38 ciclos
consistentes en desnaturalizacion (94°C, 1 min y 30 sg), hibridacion (59°C, 2
min), y extension (72°C, 1 min y 30 sg); y una extension final (72°C, 10 min).
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa de
baja electroendosmosis D-1 (Laboratorios Conda, Madrid, Espafa) al 1.5%

para verificar la correcta amplificacion del fragmento de 267 pb.
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El producto amplificado se digiere con el enzima de restriccion Msp |
(Invitrogen, USA) a 37°C durante 4 h. A continuacion, se realiz6 una
electroforesis en un gel de agarosa MS-12 (Laboratorios Conda, Madrid,
Espafia) al 3% con buffer Tris-borato EDTA (89 mM Tris-borato,
EDTA 2 mM) (Serva, Heidelberg, Alemania) y se visualizaron los fragmentos
bajo luz ultravioleta después de la tincidbn con bromuro de etidio (10 mg / ml)

(Serva, Heidelberg, Alemania).

Las muestras se genotipan de acuerdo con los tamafios que presenten los

fragmentos visualizados de la siguiente manera: (figura 3.1)

Genotipo Normal (PIAl) = 221y 46 pb

Genotipo Mutado (PIA2) = 177,46y 44 pb

Genotipo Heterocigoto (PIA1/A2) = 221, 177, 46 y 44 pb.

Electroforesis de las digestiones con el enzima de restriccion Msp I
para la identificacion del Polimorfismo PIA2 del gen de la
Glicoproteina IIla/ITb (rs5918)

Orden de las Muestras: Genotipos PIAl: calles 3,. Genotipos PIA2: calles 5.
Genotipos PIA1/A2: calles 2y 4.

Nota: La calle 1 corresponde al producto de PCR sin digerir. Las bandas de 46 y
44 pb no se llegan a visualizar debido a su pequetio tamario.

Figura 3.1. Determinacién del polimorfismo PIA? del gen de la glicoproteina
plaguetaria ll1b/1l1a.

50



Material y métodos

3.3.3 Determinacion del polimorfismo C677T del gen la
metilentetrahidrofolato reductasa.

El andlisis del polimorfismo MTHFR C677T (rs1801133) se realiz6 también
mediante amplificacion por PCR y digestion con enzimas de restriccion,

siguiendo la técnica descrita por Frosst y colaboradores (Frosst et al., 1995).
Los cebadores utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:

Primer sense: 5'-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA -3 '(exo6nico)
Primer antisense 5'-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3 ‘(intrénico)

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen total de 50 pL que contenia:
3 pL de ADN gendmico, 1,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de mezcla de dNTP, 0,5
MM de cada cebador, 10% de DMSO (Sigma, Sant Louis, MO, EE.UU.) y
2U de Taqg polimerasa (BioTaq polimerasa, Bio-Line, Londres, Reino Unido),
utilizando un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, Foster City, CA, EE.UU.). La amplificacién
consisti6 en una desnaturalizacion inicial (94°C, 5 min); 38 ciclos
consistentes en desnaturalizacion (94°C, 1 min), hibridacion (55°C, 45 sq), y

extension (72°C, 1 min); y una extension final (72°C, 10 min).

Una vez verificada la correcta amplificacion del fragmento de 198 pb,
mediante electroforesis en gel de agarosa de baja electroendosmosis D-1

(Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) al 1.5%, se procedi6 a digerirlo con el
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enzima de restriccion Hinf | (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia)
a 37°C durante 4 h. A continuacién, se realizé una electroforesis en un gel
de agarosa MS-12 (Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) al 3% con buffer
Tris-borato EDTA (89 mM Tris-borato, EDTA 2 mM) (Serva, Heidelberg,
Alemania) y se visualizaron los fragmentos bajo luz ultravioleta después de

la tincidbn con bromuro de etidio (10 mg / ml) (Serva, Heidelberg, Alemania).

Dicha digestidon da lugar a fragmentos de los siguientes tamafios: 198 pb en
los homocigotos 677C; 198, 175y 23 pb en los heterocigotos 677CT;y 175y

23 pb en los homocigotos 677TT (figura 3.2)

198D
175pb e

Electroforesis de las digestiones con el enzima de restriccion Hinf'I para la
identificacion del Polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR (rs1801133)

Orden de las Muestras: Genotipo Normal (CC): calles 3, 5, 6 y 7. Genotipo Mutado (TT):
calle 8. Genotipo Heterocigoto (CT): calles 1,2y 4

Nota: La banda de 23 pb no se llega a visualizar debido a su pequefio tamafio.

Figura 3.2. Determinacién del polimorfismo C677T de la MTHFR.
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3.3.4 Determinacion del polimorfismo G1691A del gen del
Factor V de Leiden.

El analisis del polimorfismo G1691A del Factor V de Leiden (rs6025) se
realizO mediante las mismas técnicas, siguiendo en este caso, el método

descrito por Bertina y colaboradores (Bertina et al., 1994).

Los cebadores utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:
Primer sense: 5-TGC CCA GTG CTT AAC AAG ACCA-3'

Primer antisense 5'-TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA -3

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen total de 50 puL que contenia:
3 uL de ADN gendmico, 1,5 mM de MgCI2, 120 uM de mezcla de dNTP, 0,4
MM de cada cebador, 4% de DMSO (Sigma, Sant Louis, MO, EE.UU.) y 2U
de Taq polimerasa (BioTaq polimerasa, Bio-Line, Londres, Reino Unido),
utilizando un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, Foster City, CA, EE.UU.). La amplificacion
consisti6 en una desnaturalizacion inicial (95°C, 5 min); 38 ciclos
consistentes en desnaturalizacion (94°C, 1 min), hibridacién (53°C, 1 min), y
extension (72°C, 1 min y 30 sg); y una extension final (72°C, 7 min). Al
finalizar, se comprobo la correcta amplificacion mediante electroforesis en
gel de agarosa de baja electroendosmosis D-1 (Laboratorios Conda, Madrid,

Espafia) al 1,5%.
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El producto amplificado de 267 pb se digiere con el enzima de restriccion
Mml | (New England Biolabs, USA) a 37°C durante 4 h. A continuacion, se
realizod una electroforesis en un gel de agarosa MS-12 (Laboratorios Conda,
Madrid, Espafia) al 3% con buffer Tris-borato EDTA (89 mM Tris-borato,
EDTA 2 mM) (Serva, Heidelberg, Alemania) y se visualizaron los fragmentos
bajo luz ultravioleta después de la tincién con bromuro de etidio (10 mg / ml)

(Serva, Heidelberg, Alemania).

Las muestras se genotipan de acuerdo a los tamafos que presenten los

fragmentos visualizados de la siguiente manera: (figura 3.3)

Genotipo Normal (1691GG) = 163, 67 y 37 pb

Genotipo Mutado (1691AA) = 200y 67 pb

Genotipo Heterocigoto (1691GA) = 200, 163, 67 y 37 pb.

I P —
163 pb e

67ph e FENEERE

Electroforesis de las digestiones con el enzima de restriccion Mnl I para la
identificacion del Polimorfismo 1691G>A del gen del Factor V de Leiden
(rs6025)

Orden de las Muestras: Genotipos Normal (GG): calles 2, 3, 4, 5, 6, y 7. Genotipos
Heterocigoto (AA): calles 4y 7.

Nota: La banda de 37 pb no se llega a visualizar debido a su pequefio tamario.

Figura 3.3. Determinacion del polimorfismo G1691A del gen del factor V Leiden.
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3.3.5 Determinacion del polimorfismo G20210A del gen de la
protrombina.

El estudio del polimorfismo 20210G>A de la Protrombina (rs1799963)
también se analiz6 mediante las técnicas de PCR y digestiéon con enzima de
restriccion siguiendo el método descrito por Poort y colaboradores

(Poort et al., 1996).

Los cebadores utilizados para la amplificacion fueron los siguientes:
Primer Up: 5'-TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC -3"

Primer Down: 5-ATA GCA CTG GGA GCATTG AA*G C -3

La reaccion de PCR se realizé en un volumen total de 50 puL que contenia:
3 uL de ADN gendmico, 1,5 mM de MgClI2, 120 uM de mezcla de dNTP, 0,4
MM de cada cebador, 4% de DMSO (Sigma, Sant Louis, MO, EEUU) y 2U de
Taq polimerasa (BioTaq polimerasa, Bio-Line, Londres, Reino Unido),
utilizando un termociclador GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer,
Applied Biosystems Division, Foster City, CA, EE.UU.). La amplificacion
consistid en una desnaturalizacion inicial (95°C, 5 min); 38 ciclos
consistentes en desnaturalizacion (94°C, 1 min), hibridacién (50°C, 45 sg), y
extension (72°C, 45 sg); y una extension final (72°C, 7 min). Al finalizar, se

comprobd la correcta amplificacion mediante electroforesis en gel de
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agarosa de baja electroendosmosis D-1 (Laboratorios Conda, Madrid,

Espafia) al 1,5%.

El producto amplificado de 345 pb se digiere con el enzima de restriccion
Hind Il (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia) a 37°C durante 4 h.
A continuacion, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa MS-12
(Laboratorios Conda, Madrid, Espafia) al 3% con buffer Tris-borato EDTA
(89 mM Tris-borato, EDTA 2 mM) (Serva, Heidelberg, Alemania) y se
visualizaron los fragmentos bajo luz ultravioleta después de la tincion con

bromuro de etidio (10 mg / ml) (Serva, Heidelberg, Alemania).

En el primer Down se modifica la secuencia, sustituyendo el nucle6tido
marcado con un asterisco para forzar el punto de corte del enzima de
restriccién, por lo que las muestras se genotipan de acuerdo con los

siguientes tamafios: (figura 3.4)

Genotipo Normal (20210GG) = 345 pb

Genotipo Mutado (20210AA) = 322y 23 pb

Genotipo Heterocigoto (20210GA) = 345, 322y 23 pb.
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Electroforesis de las digestiones con el enzima de restriccion Hind III para
la identificacion del Polimorfismo 20210G>A del gen de la Protrombina
(rs1799963)

Orden de las Muestras: Genotipo Normal (GG): calles 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Genotipo
Heterocigoto (GA): calles 1y 8.

Nota: La banda de 23 pb no se llega a visualizar debido a su pequefio tamatfio.

Figura 3.4. Determinacion del polimorfismo G20210A del gen de la protrombina.

3.4. Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacién estandar,
y las variables categoricas como valores absolutos y porcentajes (%). Cada
polimorfismo fue descrito estadisticamente, estimando la prevalencia de
cada alelo y cada genotipo posible (frecuencias de alelo y genotipo) o se
definieron bajo haplotipos de riesgo o una combinacion de genotipos. Las
frecuencias de cada alelo y posible genotipo o haplotipo se calcularon con
sus intervalos de confianza (IC) del 95%. Se utiliz6 el chi cuadrado de
Pearson o la prueba exacta de Fisher para la comparacion de variables
categoéricas. Se utilizé la prueba tde Student o la prueba U de Mann-Whitney
para la comparacion de variables cuantitativas. La frecuencia de los

genotipos para cada polimorfismo se compard entre los diferentes grupos
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utilizando el equilibrio de Hardy-Weinberg con la prueba de chi cuadrado de
Pearson. Los odds ratios (ORSs) y sus intervalos de confianza (IC) del 95% se
calcularon para estimar la relacion de los polimorfismos con la gravedad de
la enfermedad en pacientes vs. controles utilizando modelos de regresion
logistica binaria no condicional. Todas las pruebas fueron bilaterales, y las
diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el software SPSS versidon 15 para

Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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4. Resultados

4.1. Analisis estadistico de la serie de niios con

enfermedad de Perthes.

En el periodo 2005 a 2014 se obtuvieron muestras sanguineas de 41 casos
de enfermedad de Perthes diagnosticados en la Unidad de Ortopedia Infantil
del Hospital Universitario “Marqués de Valdecilla” entre enero del 1996 y
diciembre de 2014. En el periodo de reclutamiento, el ritmo medio de
inclusion de pacientes con enfermedad de Perthes fue de 4,5 casos /afo

(figura 4.1).

Frecuencia absoluta

1886 1999 2000 2001 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2010 2011 2012 2013 2044

Figura 4.1. Diagrama de barras que muestra el afio de diagnéstico de la
enfermedad y nUmero de casos.
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De total de casos, el 87,7% (36 casos) eran varones y 12,2% (5 casos)
mujeres. Cuando se detect6 la enfermedad los pacientes tenian una edad
media de 5,42 afios (DE 2,17) con rango minimo de 2,04 afios y rango
maximo 10,85 afios (figura 4.2). El seguimiento medio fue de 75,5 meses
(DE 45,3).

Ningun paciente presento historia personal de eventos trombaticos previos,

ni se encontr6 evidencia de enfermedad tromboética en sus familiares.

8_

Frecuencia

I I
5 7 9 1

Edad al diagnéstico (afos)

Figura 4.2. Histograma que muestra la distribucion de la edad al diagnoéstico de la

enfermedad de Perthes en los pacientes incluidos en la serie.

En el curso de la evolucion de la enfermedad se afectaron ambas caderas

en 10 enfermos (24,4%), de ellos el 90% eran varones (9 varones y 1 mujer).
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En cuanto a la gravedad de la afectacion epifisaria no habia ningan caso en
el grado | de Catterall, mientras que en el grado Il habia 5 casos (12,2%), en
el grado Il 18 (43,9%) y en el grado IV 18 casos (43,9%). Ello supone que
36 casos (87,8%) se encontraban en una fase grave de la enfermedad
(grado 11l y IV de Caterall) (figura 4.3). En la primera fase del estudio, en los
enfermos en los que la afectacion era bilateral se incluy6 solo la cadera que

presentaba la afectacidon mas grave.

Catterall

I T I T T T
0 10 20 30 40 50

Porcentaje (%)

Figura 4.3. Distribucion de los casos segun gravedad en el momento del
diagnostico valorada siguiendo la clasificacion de Catterall.

El 100% de las nifias tenian un Catterall 11l/IV mientras que el 83,3% de los
nifios (30 casos) estaban en esa categoria, (X? 0,976; df:1; p:0,433)

(tabla 4.2).
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En una segunda fase del estudio, en los casos de afectacion bilateral se
incluyeron ambas caderas. De este modo, en el momento del diagndstico, 3
caderas (6%) eran de grado | en la escala de Catterall, 7 caderas eran de
grado Il (14%), 21 caderas eran de grado Ill (41%) y 20 caderas eran de
grado 1V (39%). Esto implica que, en el momento del diagndstico, 41 caderas
(80%) se encontraban en una fase grave de la enfermedad (Catterall grados
'y V).

Respecto a la actitud adoptada, se decidio intervencion quirdrgica en 25
pacientes (61% de la serie) mientras que el resto se decidié observacion.

Al final del seguimiento, al aplicar la clasificacion de Stulberg, que afade el
concepto de congruencia de la cabeza femoral para relacionar los hallazgos
radiolégicos con el prondstico, se objetivd que 27 nifios (65,9%) se
encontraban en estadio I-ll, 5 nifios (12,2%) estaban en estadio Il y 9 nifios

(22%) presentaban un estadio V-V (tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Caracteristicas de los pacientes de la serie.

Pacientes Perthes (N: 41)

Sexo (varones) 36 (87,7%)
Edad al diagnéstico 5,42 afos (DE 2,17)
Afectacion bilateral 10 (24,4%)

Clasificacién de Catterall

o |l 5 (12,2%),
e |l 18 (43,9%)
o |V 18 (43,9%).

Clasificacion de Stulberg

o I 27 (65,9%)
o il 5 (12,2%)
o IV-V 9 (22%)

Intervencion quirdrgica 25 (61%)

Evolucion favorable 27 (65,9%)

DE:desviacion estandar.
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Tabla 4.2. Relacion de la gravedad de la enfermedad con el sexo y la edad.

Caterall Il Caterall 111-1V
(N: 6) (N: 35)
Sexo
Mujer 0 5 (14,3%) 0,433
varén 6 (100%) 30 (85,7)
Edad > 6 aflos | 3 (50%) 12 (34,3%) 0,380

4.1.1. Evolucion clinica.

Al final del seguimiento y segun valoraciéon de la escala Stulberg, se objetivd
que el 65,9% de los pacientes habian presentado una evolucion favorable
(Stulberg 1-11), el 12,2% tuvieron un curso evolutivo regular (Stulberg I1lI)

mientras que el 22% (9 casos) presentaron mala evolucion (Stulberg IV-V).

4.1.1.1 Evolucion clinica segun la actitud adoptada.

Al estudiar la asociacion entre la actitud adoptada con relacién a la evolucién
posterior, en nuestra serie, si bien no fue estadisticamente significativa, no
se detecto relacion entre el hecho de haber efectuado intervencion quirargica
y resultado ulterior, pues el 40% de los pacientes intervenidos

quirargicamente presentaron evolucién desfavorable, frente al 25% de los
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gue tuvieron actitud conservadora (X? 0,976; df 1; p: 0,323). El 60% de los

enfermos operados evolucionaron de forma favorable (tabla 4.3).

Tabla 4.3. Caracteristicas de los pacientes con enfermedad de Perthes segun

evolucion clinica.

Evolucion favorable

Evolucion no favorable

(Stulberg I-11) (Stulberg 1I-V)
(N: 27) (N: 14)
Cirugia 15 (60%) 10 (40%) 0,323
Edad > 6 afios | 11 (73,3%) 4 (26,7%) 0,443
Catterall
| - -
I 4 (80%) 1 (20%) 0,445
1l 13 (72,2%) 5 (27,8%)
IV 10 (55,6%) 8 (44,4%)
Sexo
mujer 2 (40%) 3 (60%) 0,317
varén 25 (69,4%) 11 (30,6%)
Edad 0,730
5,3 (DE: 1,9) 5,9 (DE: 2,6)
diagnéstico

DE: desviacién estandar.
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Respecto a la gravedad de la lesion y su vinculo con el resultado, se objetivo
que el 36,1% de los casos graves (Caterall Il y 1V) evolucionaron de forma
no favorable, mientras que sélo un caso de los catalogados inicialmente
como leves (Caterall I-1l) (20 %) presenté una mala evoluciéon (X2 1,6; df 2;
p=0,445) (tabla 4.3).

Por otro lado, se analizdé la relacién entre la edad al diagnéstico y la
evolucion clinica posterior. En la serie que se presenta no se evidencid
asociacion entre ambas variables, pues el 26,7% de los pacientes mayores
de 6 afios y el 38,5% de los menores de 6 afios al diagndstico tuvieron una

evolucién no favorable (X? 0,588; df 1; p= 0,443) (tabla 4.3 y figura 4.4).

12—

10—

Edad al diagnostico (afos)

|

I ]
Evolucién favorable Evolucién no favorable
(Stulberg I-l) (Stulberg lI-V)

Figura 4.4. Edad al diagndstico de la enfermedad de Perthes de los casos incluidos
en el estudio, segun la evolucién clinica posterior evaluada siguiendo la

clasificacion de Stulberg. * p > 0,05.
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Asi mismo se objetivdo que los que el 40% de las niflas y el 69,4% de los

nifios tuvieron una evolucion favorable (Stulberg I-11) (tabla 4.3).

4.1.1.2. Evolucion clinica tras la actitud adoptada dependiendo de la
edad de diagndéstico.

En los pacientes menores de 6 afos, se adoptd cirugia en 14 de ellos. Se
aprecid que, para este grupo terapéutico, el 57,1% tuvo una evolucién
favorable. En el grupo en el que se adopté actitud conservadora, el 66,7 %
de ellos también presentaron resultados positivos (p=0,171) (tabla 4.4).

En los nifios mayores de 6 afios se adoptd cirugia en 11, de los cuales 7
(63,6%) tuvieron una evolucién favorable; mientras que en todos los nifios
mayores de 6 afios con tratamiento conservador tuvieron buena evolucion

(p=0,371)

Tabla 4.4. Caracteristicas de los pacientes segun evolucion clinica, actitud y edad al

diagnostico.

Stulberg IV-V  Stulberg Il Stulberg I-Il p
Menores 6 afios | N: 6 N: 4 N: 16
Conservador 1 (8,3%) 3 (25%) 8 (66,7%) 0,171
Cirugia 5 (38,5%) 1 (7,7%) 8 (57,1%)
Mayores 6 afos N: 3 N: 1 N: 11
Conservador 0 0 4 (100%) 0,371
Cirugia 3 (27,3%) 1 (9,1%) 7 (63,6%)
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4.1.1.3. Evolucion clinica tras la actitud adoptada dependiendo de la
afectacion bilateral.

En los pacientes con afectacion bilateral observamos que en el 100% de los
que se adoptdo tratamiento conservador, presentaron una evolucién
intermedia al final del seguimiento, mientras que en los que optd por actitud
quirargica el 50% presentd buena evolucién y otro 50% mala evolucién
(p=0,007) (Tabla 4.4). En este grupo de pacientes, la cirugia respecto a la
actitud conservadora incrementa por 5 la probabilidad de buena evolucién

clinica (Stulberg I-11) (OR 5; 1C95%: 0,2 a 136,3).

Tabla 4.5. Caracteristicas de los pacientes segun evolucién clinica, actitud y
afectacion bilateral.

Stulberg IV-V  Stulberg Il Stulberg I-1l p
Bilateral N: 4 N: 2 N: 4
Conservador 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0,007
Cirugia 4 (50%) 0 4 (50%)
Unilateral N 5 N3 N 23
Conservador 1(7,1%) 1 (7,1%) 12 (85,7%) | 0,386
Cirugia 4 (23,5%) 2 (11,8%) | 11 (64,7%)
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Por el contrario, en los casos de afectacion unilateral, no se detectd
asociacion entre la actitud terapéutica adoptada y el resultado posterior
valorado en la escala de Stulberg (tabla 4.5). No obstante, para los casos
unilaterales, el tratamiento conservador multiplica casi por 3 la probabilidad
de buena evolucion (Stulberg I-11) frente a mala evolucion (Stulberg 111-V)

pero sin alcanzar significacion estadistica (OR 3,3; IC95%: 0,5 a 19,7).

4.1.1.4. Evolucidn clinica tras la actitud adoptada dependiendo del sexo
de los pacientes.

Todas las nifias del estudio fueron intervenidas quirdrgicamente. Del
conjunto de los 36 nifios, 20 se intervinieron. El 65% de estos nifios
intervenidos presentaron buena evolucién, mientras que el 75% de los nifios
con actitud conservadora tuvieron también buena evolucién (p=0,026).
(tabla 4.6).

El 65% de los nifios operados han evolucionado de forma favorable con un
Stulberg I-1l, mientras que solo el 40% de las nifias han tenido una evolucién

favorable (X? 8,7; df 2; p= 0,013).

Stulberg IV-V  Stulberg lll  Stulberg Il P
Cirugia N:8 N:2 N:15
Nifias 1(20%) 2 (40%) 2 (40%)
Nifios 7 (35%) 0 (0%) 13 (65%) 0, 013
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Tabla 4.6. Caracteristicas de los pacientes segln evolucion clinica, actitud y sexo.

Stulberg IV-V  Stulberg Il Stulberg Il P
Nifias N 1 N 2 N 2
Conservador 0 0 o |-
Cirugia 1 (20%) 2 (40%) 2 (40%)
Niflos N 8 N3 N 25
Conservador 1 (6,2%) 3 (18,8%) 12 (75%) 0,026
Cirugia 7 (35%) 0 (0%) 13 (65%)

4.1.1.5. Evolucion clinica tras la actitud adoptada dependiendo de la
gravedad de la enfermedad de Perthes al diagndéstico.

En los 35 casos graves de enfermedad de Perthes se adoptd actitud
conservadora en el 34,3% (12 casos) de los mismos. De ellos, 9 casos
(75%) presentaron buenos resultados.

Por el contrario, en el 56,5% de los casos graves con actitud quirdrgica, se
objetivd evolucién favorable. Sin embargo, esta diferencia no alcanzé

significacion estadistica (p=0,222) (tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Caracteristicas de los pacientes segun evolucion clinica, actitud y

gravedad al diagndstico.

Stulberg IV-V  Stulberg Il Stulberg I-Il - P
Leves

N N1 N5
(Catterall 1-11)
Conservador 0 1 (25%) 3 (75%) 1,000
Cirugia 0 0 2 (100%)
Graves

N9 N4 N 22
(Catteral 111-1V)
Conservador 1 (8,3%) 2 (16,7%) 9 (75%) 0,222
Cirugia 8 (34,8%) 2 (8,7%) 13 (56,5%)

Se objetivd que la cirugia incrementaba el riesgo de evolucién no favorable,
aungue no de modo significativo (OR 2,1; 1IC95%: 0,5 a 8,6; p=0,283). Dado
que la estrategia de tratamiento influye en el resultado y que se trata de una
variable que puede estar influenciada por otras como la gravedad al
diagndstico, se efectud andlisis multivariable incluyendo en el mismo el sexo
femenino, edad al diagnéstico superior al 6 afios, afectacion bilateral y
gravedad (clasificacion de Catterall) ya que son variables que se han
asociado con los resultados evolutivos. Al incluir estas variables en el
modelo no se objetivo asociacion entre la evolucion desfavorable y la cirugia

como opciodn terapéutica (OR 1,4; 1C95% 0,3 a 7,7; p=0,679).
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4.2. Distribucion de los genotipos y de las frecuencias

alélicas de los polimorfismos analizados del Factor V,

protrombina, MTHFR v glicoproteina plaguetaria llb/llla en los

pacientes diagnosticados de enfermedad de Perthes.

4.2.1. Distribucion de genotipos y frecuencias alélicas dependiendo de
la afectacion unilateral o bilateral.

En relacibn con la mutacién del Factor V, las frecuencias alélicas fueron

similares en ambos grupos de pacientes (afectacién unilateral vs bilateral).
Igualmente, no se detectaron diferencias en cuanto a la distribucion de
genotipos en ambos grupos (tabla 4.8).

Para la mutacion C677T de la MTHFR, se objetivd una relacion positiva con

significacion estadistica entre la presencia de genotipo CT 6 TT y la
afectacion unilateral (OR 8,4: 1C95%: 1,5 a 47). Relacion que se observé
también al estudiar las frecuencias alélicas.

En cuanto al polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaquetaria Ilb/llla, no se

detectaron diferencias significativas en relacion con la distribucion de
genotipos ni a las frecuencias alélicas entre ambos grupos de pacientes.

Respecto a la mutacion G20210A de la protrombina, no se estudio pues

todos los casos fueron homocigotos para el alelo normal.
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4.2.2. Distribuciéon de genotipos y frecuencias alélicas dependiendo del
sexo de los pacientes.

Atendiendo al sexo de los pacientes incluidos en el estudio, se objetivd que
para el polimorfismo de la MTHFR, existia una relacion positiva entre el sexo
varén y los genotipos CT o TT, asi como con la presencia del alelo T. No
obstante, esta relacion no alcanzé significacion estadistica. En el resto de
polimorfismos, la relacion entre sexo varon y dichos genotipos y el alelo A
(del Factor V Leiden) y el alelo A? (de la glicoproteina plaquetaria Ilb/llla), fue

negativa pero sin lograr significacion estadistica (tabla 4.9).

4.2.3 Distribucion de genotipos y frecuencias alélicas dependiendo de
la edad de debut de la enfermedad de Perthes.

Respecto a la edad de debut de la enfermedad de Perthes, se objetivd para
la mutacién C677T de MTHFR y el polimorfismo PIA? de la glicoproteina
plaquetaria llb/llla, una relacién positiva entre los genotipos con alelo
mutado y la edad superior a seis afios, si bien esta asociacién no fue
estadistica significativa.

Con relacion a la mutacion del factor V, la relacion entre edad superior a seis
afios y genotipos con alelo mutado fue negativa pero igualmente sin lograr

significaciéon estadistica (tabla 4.10)
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Tabla 4.8. Genotipo y distribucién alélica de los diferentes polimorfismos en relacion

con la afectacion bilateral o unilateral de los nifilos con enfermedad de Perthes de

nuestra serie.

Genotipo Unilateral Bilateral | OR (IC95%) P
Factor V GG 31 (100%) |9 (90%) |1 0,244
GA 0 1 (10%)
9,9 (0,4 a 264,8)
AA 0 0
Frecuencia | - 100% 90% 0,548
alélica
A 10% 9,9 (0,4 a 264,8)
MTHFR cC 10 (32,3%) | 8 (80%) |1 0,02
cT 18 (58,1%) | 2 (20%)
8.4 (1,5 a 47)
TT 3(97%) |0
ACEIEER | o 61,3% 85% 0.03
alélica
T 38,7% 15% 57 (1,2 a 26,7)
GPlb/llla | AlAL 22 (71%) | 6(60%) |1 0,698
A1A2 8 (25,8%) | 4 (40%)
1,6 (0,4a7,2)
A2A2 1(33%) |0
Frecuencia | 85% 80% 0,816
alélica
A2 14.,5% 20% 1,5 (0,4 a5,4)
Protrombina | 100% 100% | ------ 100%
(0%) (0%) (0%)
(0%) (0%) (0%)
Frecuencia | 5595 100% | - 100%
alélica

0%

0%

0%
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Tabla 4.9. Genotipo y distribucion alélica de

dependiendo del sexo de los enfermos de Perthes.

los diferentes polimorfismos

Genotipo Mujer Varon OR (IC95%) P
Factor V GG 5(100%) | 35(97,2%) | 1 1,000
GA 0 1(2,8%)
AA 0 0 0,5(0,1a12,9)
Frecuencia
_ G 100% 98,6% 1,000
alélica
A 0 1,4% 0,5(0,1a12)9)
MTHFR CcC 3 (60%) 15 (41,7%) | 1 0,638
CT 1 (20%) 18 (50%) 2,1(0,3a14,2)
TT 1 (20%) 3 (8,3%)
Frecuencia
. C 70% 66,7% 1,000
alélica
T 30% 33,3% 1,2(0,3a4,9)
GP lIb/llla AlAl 3 (60%) 25 (69,4%) | 1 0,645
Al1A2 3 (40%) 10 (27,8%) | 0,6 (0,1 a 4,5)
A2A2 0 (3,3%) 1(2,8%)
Frecuencia
i Al 80% 83,3% 0,792
alélica
A2 20% 16,7% 0,8(0,1a4,2)
Protrombina | GG 100% 100% | ------
GA (0%) (0%)
AA (0%) (0%)
Frecuencia
. G 100% 100% | ---—---
alélica
A 0% 0%
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Tabla 4.10. Genotipo y distribucién alélica de los diferentes polimorfismos en

relacion con edad de debut de la enfermedad de Perthes.

Genotipo | <6 afios >6afnos | OR (1C95%) P
Factor V GG 25 (96,3%) | 15(100%) | 1 1,000
GA 1(3,7%) 0 0,5 (0,02 a 14,3)
AA 0 0
Frecuencia
_ G 98,1% 100% 1,000
alélica
A 1,9% 0% 0,5 (0,02 a 14,3)
MTHFR CcC 12 (46,2%) | 6 (40%) 1 0,702
CT 10 (38,5%) | 9 (60%) 1,2(0,4a4,7)
TT 4 (15,3%) 0 (20%)
Frecuencia
. C 66,7% 70% 0,668
alélica
T 33,3% 30% 1,2 (0,5a3,3)
GP lIb/llla AlAl 19 (38,4%) | 9 (60%) 1 0,492
Al1A2 6 (23,1%) 6 (40%) 1,8 (0,5a6,9)
A2A2 1 (3,8%) 0 (2,8%)
Frecuencia
i Al 83,3% 80% 0,592
alélica
A2 16,7% 20% 1,3(0,4a4,4)
Protrombina | GG 100% 100% | ------
GA (0%) (0%)
AA (0%) (0%)
Frecuencia
. G 100% 100% | ------
alélica
A 0% 0%

77




Resultados

4.2.4 Distribucion de genotipos y frecuencias alélicas dependiendo de
la actitud terapéutica adoptada.

No se detectdé asociacion significativa entre los genotipos y frecuencias
alélicas de los diferentes polimorfismos y la actitud adoptada (tabla 4.11).
Destaca que salvo en el caso del polimorfismo del factor V, donde la relacion
entre ambas variables fue en sentido positivo, para el resto de los
polimorfismos fue negativo pero tal como se ha comentado, sin significaciéon

estadistica.

4.2.5 Distribucion de genotipos y frecuencias alélicas dependiendo de
la gravedad al diagnodstico de la enfermedad de Perthes, evaluada
segun la clasificacion de Catterall.

Respecto a la mutacién del factor V (Factor V Leiden), se detectd una
relacion negativa entre los genotipos con alelo mutado y los casos graves de
enfermedad, pero sin que esta asociacion fuera estadisticamente
significativa (OR 0,5; 1C95: 0,01 a 13,3).

En el mismo sentido fueron los resultados objetivados cuando se analizaron
las frecuencias alélicas y la gravedad de la enfermedad, pues la presencia
de alelo mutado A present6 una OR para los casos graves de 0,5

(IC95%: 0,02 a 14) (tabla 5.12).
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Tabla 4.11. Genotipo y distribucién alélica de los diferentes polimorfismos en

relacién con la estrategia terapéutica.

Genotipo | Conservador Cirugia OR (IC95%) P
Factor V GG 25 (100%) 15(93,8%) |1 1,000
GA 0 (0%) 1 (6,2%) 4,7 (0,2 a123)
AA 0 0
Frecuencia G 100% 96,8% 0,820
alélica
A 0 3,2% 4,8 (0,2 a 121)
MTHFR CcC 5 (31,3%) 13 (52%) 1 0,196
CT 9 (56,3%) 10 (40%) 0,4(0,1a1,4)
TT 2 (12,5%) 2 (8%)
Frecuencia C 59,4% 2% 0,344
alélica
T 40,6% 28% 0,6 (0,2a1,5)
GP lib/llla A1A1 10 (62,5%) 18 (72%) 1 0,525
AlA2 5 (31,1%) 7 (28%) 0,6 (0,2 a2,5)
A2A2 1 (6,2%) 0 (0%)
Frecuencia Al 78,1% 86% 0,532
alélica
A2 21,9% 14% 0,6 (0,2a1,9)
Protrombina | GG 100% 100% | ---—--
GA (0%) (0%)
AA (0%) (0%)
Frecuencia G 100% 100% | ------
alélica
A 0% 0%
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Tabla 4.12. Genotipo y distribucién alélica de los diferentes polimorfismos en

relacién con la gravedad al diagndstico.

Genotipo |Catterall I-Il  (Catterall IlI-IV | OR (IC95%) P
Factor V GG 6 (100%) 34 (97,1%) |1 1,000
GA 0 (0%) 1 (2,9%)
0,5(0,01a13,3)
AA 0 (0%) 0 (0%)
Frecuencia
_ G 100% 98,6% 0,676
alélica
A 0 (0%) 1,4% 0,5 (0,02 a 14)
MTHFR CcC 2 (33,3%) 16 (45,7%) |1 0,575
CT 4 (66,7%) 15 (42,9%)
0,6 (0,1a3,7)
TT 0 (0%) 4 (11,4%)
Frecuencia
. C 66,6%% 67,1% 0,100
alélica
T 33,3% 32,9% 0,9 (0,3 a 3,6)
GP lIb/llla AlAl 2(33,3%) 26 (74,3%) |1 0,05
Al1A2 4 (66,7%) 8(22,8%)
0,17 (0,03 a1,11)
A2A2 0 (0%) 1(2,9%)
Frecuencia
i Al 66,7% 85,4% 0,010
alélica
A2 33,3% 14,6% 0,33 (0,08 a 1,30)
Protrombina | GG 100% 100% | ----—--
GA (0%) (0%)
AA (0%) (0%)
Frecuencia
. G 100% 100% | ------
alélica
A 0% 0%
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4.3 Distribucion de los genotipos vy frecuencias alélicas de

los polimorfismos del Factor V., protrombina, MTHFR v

glicoproteina plaquetaria llb/llla en los pacientes con

enfermedad de Perthes versus controles (adolescentes del

proyecto AVENA de Santander).

Se incluyeron como controles 118 pacientes pertenecientes al proyecto
AVENA de Santander. De ellos, 62 (52,5%) eran mujeres. La edad media de
los controles fue de 15,7 afios (DE 1,7).

La distribucion de genotipos para los diferentes polimorfismos analizados
tanto en la poblacion de controles como en la poblacion de casos cumple el

principio de equilibrio de Hardy-Weinberg (tabla 4.13).

4.3.1 Mutacion del Factor V (Factor V Leiden).

La mayoria de los casos y también de los controles presentaban genotipo
normal para la mutacion G1691A del Factor V (Factor V Leiden). No hubo
ningun caso de genotipo homocigoto AA. Se detectd, aunque no de modo
significativo, una tendencia positiva entre los casos de enfermedad y la
presencia de alelos mutados para el polimorfismo analizado del Factor V
(OR 2,9 (IC95% 0,2 a 47,8).

La prevalencia de alelos mutados fue de 1,2% (IC95% 23,7 a 43,7%) en los

casos 'y 0,4% (1C95% 0,1 a 2,4) en los controles. La OR de A frente G fue de
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2,9 (IC95% 0,18 a 47,9) lo que sugiere que el riesgo de tener Perthes fue 2,9
veces mas elevada con el alelo A que con el alelo G. Se objetivd que ser
heterocigoto respecto a normal para el Factor V, incrementaba el riesgo de

Perthes un 2,93 veces (OR 2,93; IC95% 0,18 a 47,9).

4.3.2 Mutacion C677T de la melitentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Para el genotipo del polimorfismo C677T de la MTHFR no se detectaron
diferencias significativas entre los casos de enfermedad de Perthes y los
controles del estudio Avena. La prevalencia de alelos mutados fue de 32,9%
(IC95% 23,7 a 43,6) en el grupo de los casos y 36% (IC95% 30,2 a 42,3) en
los controles. La OR de T frente C fue de 0,87 (IC95% 0,51 a 1,40) lo que
sugiere que el riesgo de tener Perthes fue 0,87 veces mas elevada con el
alelo T que con el alelo C. El hecho de ser homocigoto para el alelo T
(mutado) o heterocigoto respecto a ser homocigoto para el alelo C (normal),

incrementaba el riesgo de Perthes 0,864 (OR 0,8; IC95%: 0,4 a 1,7).

4.3.3 Polimorfismo Pl A% de la glicoproteina plaquetaria llb/llla.

El polimorfismo de la PIA? de la glicoproteina plaquetaria llb/llla presento
una distribucién similar tanto en los casos como en los controles del estudio
AVENA, si bien, aunque sin significacion estadistica, se objetivd que existia
un mayor riesgo de enfermedad de Perthes en aquellos que eran
homocigotos para el alelo mutado o heterocigotos respecto a sujetos con

genotipo normal (OR 1,3; 1IC95%: 0,6 a 2,8). En la misma linea, la
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prevalencia de alelos mutados fue de 17,1% (IC95% 10,5 a 26,6) los casos y
14,4% (1C95% 10,5 a 19,5) en los controles. La OR del alelo A2 frente al
alelo Al fue de 1,22 (IC95% 0,6 a 2,4) lo que sugiere que el riesgo de tener
Perthes fue 1,2 veces mas elevada con el alelo A2 que con el alelo Al,

aungue de forma no estadisticamente significativa p=0,561.

4.3.4 Mutacion G20210A de la protrombina

Todos los enfermos de Perthes y la mayoria de los controles fueron
homocigotos GG para la mutacion G20210A de la protrombina. Tan solo 4
casos de los controles y ninguno de los casos fueron heterocigotos GA para
ese polimorfismo. No se detectaron casos homocigotos AA. La prevalencia
de alelos mutados A fue de 1,7% (IC95% 0,6 a 4,3) en los controles y
ninguno en los casos. La OR del alelo A respecto al alelo G resulté de 0,3
(IC95% 0,01 a 5,7), lo que sugiere el riesgo de tener Perthes fue 0,3 veces

mas elevada con el alelo A que con el alelo G.
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Tabla 4.13. Asociacién de cada polimorfismo con la enfermedad de Perthes.

Genotipo | Controles Perthes OR (IC95%) P
Factor V GG 117 (99,2%) | 40 (97,2%) | 1 0,431
GA 1 (0,8%) 1(2,8%)
2,9 (0,2a47,8)
AA 0 0
Frecuencia
_ G 99,6% 98,8% 0,430
alélica
A 0,4% 1,2% 2,9 (0,2 a 46,9)
MTHFR CcC 47 (39,8%) 18 (43,9%) |1 0,648
CT 57 (48,3%) 19 (46,3%)
0,8(0,4a1,7)
TT 14 (11,9%) 4 (9,8%)
Frecuencia
. C 64% 67,1% 0,711
alélica
T 36% 32,9% 0,9(0,4a1,4)
GP lIb/llla Al1Al 87 (73,7%) 28 (68,3%) | 1 0,503
Al1A2 28(23,7%) 12 (29,3%)
1,3(0,6 a2,8)
A2A2 3 (2,5%) 1(2,4%)
Frecuencia
. Al 85,6% 82,9% 0,561
alélica
A2 14,4% 17,1% 1,2 (0,6 a2,4)
Protrombina | GG 114 (96,6%) | 41 (100%) |1
GA 4 (3,4%) 0 (0%) 0,226
0,3(0,01a5,7)
AA 0 (0%) 0 (0%)
Frecuencia
. G 98,3% 100%
alélica
A 1,7% 0 0,3(0,01a5,7) | 0,226
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4.4. Distribucion de los genotipos v frecuencias alélicas de

los polimorfismos del Factor V., protrombina, MTHFR v

glicoproteina plaquetaria Ilb/llla en las caderas con

enfermedad de Perthes versus controles (adolescentes del

proyecto AVENA de Santander).

4.4.1 Polimorfismo Pl A% de la glicoproteina plaquetaria llb/llla.

Se observaron distribuciones similares tanto en los casos de enfermedad de
Perthes como en los controles para los alelos y genotipos; por lo tanto, no se
puede atribuir ningun riesgo significativo para enfermedad de Perthes a la
presencia de este polimorfismo. La prevalencia de alelos mutados fue del
17,1% (intervalos de confianza del 95%: 10,5 a 26,6) en pacientes con
enfermedad y del 14,4% (intervalos de confianza del 95%, 10,5 a 19,5) en
los controles. El odds ratio del alelo A2 versus el alelo Al fue de 1,22
(intervalos de confianza del 95%: 0,6 a 2,4; p = 0,561). El odds ratio para la
enfermedad de Perthes en aquellos que eran homocigotos o heterocigotos
para el alelo mutado en relacion con los sujetos con un genotipo normal fue

de 1,3 (intervalos de confianza del 95%: 0,6 a 2,8) (tabla 4.14).

4.4.2 Mutacién C677T de la melitentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
No se detectaron diferencias significativas en las frecuencias de los alelos

entre los casos de LCPD y los controles. La prevalencia de alelos mutados
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fue del 32,9% (intervalos de confianza del 95%: 23,7 a 43,6) en el grupo de
caderas con enfermedad de Perthes y del 36% (intervalos de confianza del
95%: 30,2 a 42,3) en los controles, siendo el odds ratio de T versus C de 0,9

(intervalos de confianza del 95%: 0,4 a 1,4) (tabla 4.14).

4.4.3 Mutacion del Factor V (Factor V Leiden)

La mayoria de los casos (97%) y controles (99%) tenian un genotipo normal
para la mutacion G1691A en el gen F5. No se identificaron casos de
haplotipos homocigotos mutados, ni en casos ni en controles. Sin embargo,
se observé una tendencia positiva entre la enfermedad de Perthes y la
presencia de mutacién del factor V leiden, siendo el odds ratio de A versus G

de 2,9 (intervalos de confianza del 95% de 0,2 a 46,9) (tabla 4.14).

4.4.4 Mutacion G20210A de la protrombina

Mutacion G20210A del gen de la protrombina F2 (rs1799963(A)). Todos los
pacientes con LCPD y la mayoria de los controles (97%) eran homocigotos
G/G para la mutacion G20210A del gen de la protrombina F2, y solo cuatro
de los controles eran heterocigotos (G/A) para el polimorfismo. No se
detectaron casos homocigotos de AA. La prevalencia de alelos A mutados
fue del 1,7% (intervalos de confianza del 95%: 0,6 a 4,3) en los controles,
mientras que no se detectaron alelos A mutados en los casos, con un odds
ratio de 0,3 (intervalos de confianza del 95%: 0,01 a 5,7) para el alelo A con

respecto al alelo G (tabla 4.14).
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Tabla 4.14. Genotipo y distribuciéon de frecuencias alélicas entre caderas con
enfermedad de Perthes y controles.

Genotipo | Controles Perthes OR (1C95%) P
Factor V GG 117 (99,2%) | 49 (96,1%) 1 0,206
GA 1 (0,8%) 2 (3,9%)
4,8 (0,4 a53,9)
AA 0 0
Frecuencia
. G 235 (99%) 100 (98%) 0,452
alélica
A 1 (1%) 2 (2%) 4,7 (0,4 a52,4)
MTHFR CcC 47 (39,8%) 26 (51%) 1 0,181
CT 57 (48,3%) 20 (39,2%)
0,6 (0,3a1,2
TT 14 (11,9%) 5 (9,8%)
Frecuencia
. C 151 (63,9%) | 72 (70,6%) 0,290
alélica
T 85 (36,1%) 30 (29,4%) 0,7(0,4a1,2
GP lIb/llla A1A1 87 (73,7%) | 34 (66,7%) 1
A1A2 28 (23,7%) 16 (31,4%) 0,351
1,4 (0,7a2,9)
A2A2 3 (2,5%) 1 (1,9%)
Frecuencia
i Al 202 (85,6%) | 84 (82,4%)
alélica
A2 34 (14,4%) | 18 (17,6%) 1,4(0,7a24) |0,552
Protrombina | GG 114 (96,6%) | 51 (100%) 1
GA 4 (3,4%) 0 (0%) 0,999
0,000
AA 0 (0%) 0 (0%)
Frecuencia
. G 232 (98,3%) | 102 (100%)
alélica
A 4 (1,7%) 0 0,3(0,01a4,7) | 0,438
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4.5. Distribucion de los haplotipos de la mutacion C677T de

la MTHFR vy del polimorfismo PIA? de la glicoproteina

plaguetaria llb/llla en los pacientes diagnosticados de

enfermedad de Perthes.

Se definieron diferentes categorias de riesgo genético-haplotipos mediante
la combinacion de pares de genotipos. Los haplotipos relacionados con la
trombofilia pero que también afectan a la remodelacion de la matriz
extracelular se indicaron mediante la combinacion de los genotipos GP IIb/IlI
y MTHFR, mientras que los haplotipos relacionados solo con un estado
protrombdtico se definieron mediante la combinacion de genotipos para el
factor V Leiden y la protrombina.

Se consideraron trombofilia de alto riesgo y posible remodelacion adversa de
la matriz extracelular en haplotipos homocigotos para la variante PIA2 de GP
[Ib/ll (PIA2/PIA2) u homocigotos para el alelo T en MTHFR C677T (TT).

Los haplotipos de bajo riesgo se asociaron con la ausencia de la variante
PIA2 (PIA1/PIA1l) combinada con haplotipos homocigotos no mutados o con
heterocigotos para C677T (C/Cy C/T).

Los fenotipos de riesgo intermedio se identificaron por la presencia de un
alelo (heterocigoto) para PIA2 combinado con haplotipos heterocigotos o no
mutados para C667 (C/T y C/C).

Los Unicos haplotipos genéticos asociados con un riesgo sustancial de
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trombosis se definieron de la siguiente manera: haplotipos con mutacion
homocigota tanto para el factor V Leiden como para la protrombina
G20210 (alto riesgo); haplotipos con mutacion homocigota para el factor V
Leiden mas heterocigotos (G/A) para la protrombina G20210A (riesgo
intermedio); haplotipos con AA homocigoto no mutado para G20210A mas
heterocigotos para el factor V Leiden (bajo riesgo). (Lim M.Y y cols., 2016)
Las frecuencias de los diferentes haplotipos (haplotipos de riesgo bajo,
intermedio y alto) y el numero de caderas afectadas por enfermedad de
Perthes se muestran en la tabla 4.15

En total, el 12% de las caderas (n = 6) correspondieron a pacientes con
trombofilia de alto riesgo mas posible remodelacion adversa de la matriz
extracelular; el 27% de las caderas (n = 14) correspondieron a pacientes con
riesgo intermedio, y el 61% (n= 31) correspondid a pacientes con bajo
riesgo.

Al comparar caderas con enfermedad de Perthes y controles, no se encontrd
una asociacion significativa entre los haplotipos genéticos definidos y el
riesgo de padecer la enfermedad (OR: 1,2; intervalos de confianza del 95%:

0,7a1,7).
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Tabla 4.15. Distribucion de los diferentes haplotipos en el total de caderas con
enfermedad de Perthes

Numero de caderas evaluadas: 51

Bajo riesgo Riesgo Intermedio Alto riesgo
*N: 31 *N: 14 *N: 6
AlAl-CC 15 (48.4%) AlA2 - CT 3 (21.4%) A2A2 -TT 0
A1A1-CT |16 (51.6%) |AlA2-CC 11 (78.6%) | A1A2 -TT 2 (33.3%)
A1A1-TT 3 (50%)
A2A2 —-CT | 1(16.7%)
A2A2 - CC 0

* Haplotipos de bajo riesgo: una combinaciéon del estado homocigoto normal para el

polimorfismo PIA2 (A1A1l) con el estado homocigoto normal (CC) y heterocigoto (CT) para la
mutaciéon C677T del gen MTHFR. Haplotipos de riesgo intermedio: aquellos heterocigotos

para el polimorfismo PIA2 (A1A2) mas haplotipos homocigotos normales (CC) o

heterocigotos (CT) para la mutacion C677T del gen MTHFR. Haplotipos de alto riesgo: una

combinacion del estado homocigoto para los genes MTHFR (TT) o PIA2 (A2A2).

Sin embargo, cuando se consideré la gravedad en el momento del
diagnéstico para cada haplotipo, encontramos que el 67% de los haplotipos
de alto riesgo definidos para trombofilia y posible remodelacion adversa de la
matriz extracelular se clasificaron como estadio Catterall 1V, mientras que
solo el 29% de los haplotipos intermedios se clasificaron como Catterall 1V
(p = 0,05) (tabla 4.16). Ninguno de los pacientes con enfermedad de Perthes
o los controles se clasificaron como haplotipos genéticos con un riesgo
sustancial de trombosis (homocigoto para el factor V Leiden u homocigoto

para la protrombina G20210A).
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Tabla 4.16 Distribuciones de haplotipos y la gravedad de las caderas con
enfermedad de Perthes basadas en la clasificacién de Catterall

Caterall | 1 (3,2%) 1(7,1%) 1 (16,7%)
Caterall Il 2 (6,5%) 5 (35,7%) 0
0,05
Caterall 11l 16 (51,6%) 4 (28,6%) 1 (16,7%)
Caterall IV 12 (38,7%) 4 (28,6%) 4 (66,6%)

* Haplotipos de bajo riesgo: una combinacién del estado homocigoto normal para el
polimorfismo PIA2 (A1A1) con el estado homocigoto (CC) y heterocigoto (CT) normal para la
mutaciéon C677T de MTHFR. Haplotipos de riesgo intermedio: heterocigotos para el
polimorfismo PIA2 (A1A2) mas homocigotos normales (CC) o heterocigotos (CT) para la
mutacion C677T del gen MTHFR. Haplotipos de alto riesgo: una combinacion

de MTHFR homocigoto (TT) o PIA2 (A2A2).

Como estudio observacional sin intervencion, las decisiones quirdrgicas no
fueron influenciadas por la presencia/ausencia de los polimorfismos
estudiados, sino por la edad, la clasificacion de Catterall y la progresion. Por
lo tanto, nuestro disefio de estudio no nos permitié realizar un analisis
multivariante para definir el papel de los polimorfismos en el resultado segun
la clasificacion de Stulberg. Sin embargo, después de un seguimiento de
seis afos, el 20% de los pacientes (10 de 51 caderas) tuvieron un resultado

no favorable con Stulberg grados V-V, incluso después de la cirugia. De
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acuerdo con nuestros resultados, la presencia de los haplotipos de alto
riesgo (homocigotos para MTHFR) debe considerarse en el diagnostico de la
gravedad de la enfermedad de Perthes, ya que hasta el 50% (dos de cada
cuatro) de los pacientes tuvieron resultados de Stulberg IV-V (tres de cada

cuatro en niflos menores de 6 afios).
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5. Discusion

En nuestro estudio hemos revisado 41 nifios diagnosticados de enfermedad
de Perthes en la Unidad de Ortopedia Infantil del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla entre los afios 1996 y 2014. Dicha unidad es de
referencia para toda la provincia de Cantabria asi que todos los nifios
incluidos son los diagnosticados de enfermedad de Perthes en Cantabria
durante ese periodo de tiempo y han sido revisados siempre por los

miembros de dicha unidad.

Como hemos comentado en la Justificacion del estudio, la comunidad
autonoma de Cantabria cuenta ventajas determinantes para realizar este tipo
de estudios dado que toda la patologia pediatrica se concentra en una Unica

unidad hospitalaria y es una region representativa del conjunto del Estado.

Analizamos, en primer lugar, las caracteristicas demograficas de los nifios
con enfermedad de Perthes de nuestro estudio y como se distribuian los
genotipos y las frecuencias alélicas de las mutaciones G1691A para el factor
V (Factor V Leiden), G20210A para el gen de la protrombina, C677T para la
MTHFR vy el polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaquetaria llb/llla, en
dichos nifios para ver si estaban relacionados con el curso clinico de la

enfermedad, particularmente en las formas mas severas.
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La enfermedad de Perthes, como se ha comentado previamente, es una
patologia de la cadera en los nifios que consiste en una necrosis avascular
de la epifisis proximal del fémur. El suministro de sangre a la epifisis femoral
es parcial y temporalmente interrumpido causando una deformidad de la
cabeza femoral que, a la larga, segun su gravedad, va a conducir al
desarrollo de una artrosis de cadera precoz en el adulto. La causa de la
pérdida de vascularizacion permanece desconocida, esto nos ha llevado a
investigar posibles alteraciones genéticas en la cascada de coagulacion que

den luz a su patogenia.

Se han propuesto varias etiologias, pero ninguna ha demostrado la causa de
la enfermedad. Las teorias mas ampliamente aceptadas se relacionan con la
interrupcion vascular repetida del aporte sanguineo a la cabeza femoral,
dando lugar a una oclusion venosa con la secundaria hipertensién venosa y
muerte ésea. Liu y cols. (Liu y cols., 1991) mostraron en perros que si se
obstruia el drenaje venoso del cuello femoral se producia una osteonecrosis

gue asemejaba a la producida en la enfermedad de Perthes.

Debido al patron de isquemia, los defectos de la coagulacién se han
postulado a la hora de ser factores que ponen en peligro el suministro de
sangre a la epifisis femoral. Existen variantes polimérficas bien conocidas de
los genes que controlan estos factores, que condicionan una tendencia
trombofilica o protrombdtica y que pueden conducir por tanto a la oclusiéon

vascular de la epifisis femoral. Estos factores serian candidatos para
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participar en la patogenia de la enfermedad de Perthes. También hay
evidencia de que la remodelaciéon de la matriz extracelular puede ser
importante en los procesos relacionados con la mineralizacion y la necrosis
de la cabeza femoral, y algunos factores trombofilicos involucrados en el
dafio tisular después de los procesos isquémicos también pueden estar
implicitos en los mecanismos de remodelacion de la matriz extracelular, por

lo tanto, relacionados con la gravedad de la enfermedad de Perthes.

Hasta la fecha, los polimorfismos genéticos que se han investigado en
relacion con Perthes incluyen la resistencia a la proteina C activada
(mutacion Leiden), la mutacion G20210A de la protrombina, la mutacion
C677T de la metilentetrahidrofolato reductasa (Kenet G y cols., 2008). Estos
factores han sido demostrados como factores de riesgo para la enfermedad
de Perthes en algunos estudios (Eldridge J y cols., 2001; Balasa VV y cols.,
2004 Vosmaer A y cols., 2010) pero no en otros (Arruda VR y cols., 1999;

Hayek Sy cols.,1999; Kenet G y cols., 2008).

A diferencia de otros factores de hipercoagulabilidad, el factor V Leiden, la
mutacion G20210A de la protrombina y la mutacion C677T de la MTHFR no
estan influidos por la edad, la vacunacion o infeccion, siendo los factores
genéticos esencialmente asignados al azar en la concepcion (también

conocido como la aleatorizacion mendeliana). (Kenet G y cols., 2008.)

Junker (Junker y cols., 1999) encontré que las mutaciones protrombdéticas

son importantes factores de riesgo para la trombosis venosa durante la
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infancia y la adolescencia. Nowak (Nowak y cols., 1996) informo6 de que en
el 52% de la trombosis venosa profunda y el 38% de trombosis arterial en
nifos, la resistencia a la proteina C esta implicada. Schobbes (Schobbes y
cols., 1999) objetivd que el factor V Leiden es el factor de riesgo
protrombdético mas comunmente encontrado responsable de la trombosis
espontanea durante la lactancia y la primera infancia, y que la protrombina

G20210A es mas importante durante la pubertad y la adolescencia.

Por tanto, todos los polimorfismos que estudiamos representan un
importante factor de riesgo genético para el desarrollo de la enfermedad
tromboembdlica, de tal forma que, si la causa de la enfermedad de Perthes
estuviese ligada a un evento tromboembdlico, estas mutaciones deberian
estar presentes con mayor frecuencia en la poblacién con enfermedad de

Perthes que en la poblacién general.

Por otro lado, no tenemos constancia de que hasta el momento se haya
estudiado la relacion entre el polimorfismo PIA2 de la glicoproteina
plaguetaria lIb/llla y la enfermedad de Perthes. Este polimorfismo se ha
asociado con alto riesgo de trombosis coronaria en edades menores de 60
afios (Weiss EJ y cols., 1996) y a diferente respuesta endotelial, tras
diferentes dafios isquémicos. La glicoproteina plaquetaria GP lib/llla se
identifica Unicamente en la membrana de las plaquetas activadas. Esta
glicoproteina de membrana interacciona con la matriz extracelular y juega un

papel critico en la formacion del trombo, ya que se une directamente con el
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fibrindgeno. Asimismo, esta molécula es una integrina que juega un papel
determinante en la cascada de sefalizacion celular tras su interaccion con la
matriz extracelular. Por tanto, participa en los mecanismos de activacion
plaguetaria y de liberacibn de sustancias al espacio extracelular
determinantes de los mecanismos de dafio y reparacion tisular. La variante
PIA? de la glicoproteina se une de forma irreversible con el fibrinégeno en la
formacion del trombo, mecanismo que puede condicionar una mayor

isquemia en ciertos territorios vasculares.

En estudios realizados en otros grupos de pacientes hemos identificado una
mayor prevalencia de este polimorfismo en pacientes con mayor dafio tisular
tras mecanismos de isquemia, mayor incidencia de reestenosis vascular tras
colocacién de stents coronarios (Lefkovits J y cols., 1995; Garcia Ribes M y
cols., 1998) o peor evolucion de la trombosis venosa retiniana (Cafal J,

2002).

En relaciéon con el polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaquetaria llb/llla y
tratAindose de la primera vez que se relaciona este polimorfismo con la
enfermedad de Perthes, no podemos realizar consideraciones basadas en
estudios fisiopatologicos ni descartar, que esta asociacion sea casual debido

a una seleccion genética de la muestra estudiada.

La edad de diagnostico de la enfermedad de Perthes frecuentemente es
precoz, a lo largo de la primera década de la vida, y asi en nuestra serie la

media de edad cuando fueron diagnosticados fue 5,42 afos (DE 2,17), edad
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similar a la que se describe en la literatura (Joseph B y cols., 1988; Wiig O
2006).

Es, sin embargo, la edad que tiene el nifio al inicio de la enfermedad lo que
nos importa porque, como vimos en la introduccién, es uno de los factores
gue nos indica la buena o mala evolucion de la enfermedad. La edad critica
se sita en los 6 afios (Rosenfeld SB y cols., 2007; Canavese F y cols.,

2008).

Analizando la posible relacion entre los polimorfismos estudiados y la edad
al diagnostico, en nuestro estudio observamos que para la mutaciéon C677T
de la MTHFR y para el polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaguetaria
lIb/llla, existe una relacion positiva entre los genotipos con alelo mutado y la
edad superior a seis afios, si bien esta asociacion no fue estadistica

significativa.

La extension de la afectacién epifisaria es otro de los factores pronéstico; a
mayor extension de la lesion epifisaria mayor probabilidad de colapso y

deformidad, y peores resultados a largo plazo (artrosis precoz).

La clasificacion radioldgica de Catterall, sobre la extension de la enfermedad
continta presentandose para algunos autores como Wiig (Wiig y cols., 2008)
como él mas importante predictor de evolucibn para los pacientes
clasificados en los grupos lll y IV. Por el contrario, este sistema de
clasificacion es dificil de aplicar en fases tempranas de la enfermedad (Van

Dam BE y cols., 1981), debido a que se trata de un proceso biolégico y
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cambiante, con fases de duracidon asimétrica destacando especialmente
corta la fase de fragmentacion. Esto justificaria que en nuestra serie ninguno

de los nifios con enfermedad de Perthes tuviese un grado | de Catterall.

En nuestro estudio sélo un paciente con enfermedad de Perthes fue
heterocigoto para el factor V Leiden (2,9%) y tenia una forma grave de
Perthes (presentaba un grado IV Catterall), pero tras el andlisis estadistico
se detecta una relacion negativa entre los genotipos con alelo mutado y los
casos graves de enfermedad, pero sin que esta asociacion fuera
estadisticamente significativa (OR 0,5; IC95: 0,01 a 13,3). Un dato que se
contrapone al expuesto por Szepesi (Szepesi K y cols., 2004), que sugiere
que la forma homocigota de la mutacion del Factor V Leiden puede jugar
algun papel en el curso clinico de la enfermedad de Perthes, particularmente

en las formas mas severas.

Con relacion a la MTHFR observamos que los 4 homocigotos mutados (TT)
tenian una forma grave de Perthes, los 4 nifios homocigotos para el
polimorfismo tienen un grado IV Catterall. El Unico nifio homocigoto mutado

para la proteina PLA? (A%A?), tiene también un Catterall III.

La enfermedad de Perthes es mas frecuente en varones; de hecho, en las
series se describen que en una proporcién de 5:1 (Perry DC y cols., 2011).
En el presente estudio también se ha corroborado esta realidad pues un
87% de nuestros casos son varones; mientras que las alteraciones de la

coagulacion se distribuyen por igual entre los sexos. La diferencia en los
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efectos de las alteraciones de la coagulacién entre hombres y mujeres
sugiere gque las anormalidades de coagulacion tienen un mayor impacto en
la circulacion de las cabezas femorales de varones. Chung (Chung SM,
1976) describe que la anatomia de la vascularizacion alrededor de la cabeza
femoral en nifios es diferente de la de las nifias, lo que podria significar que,
en el caso de trombofilia, la obstruccion venosa se produce mas facilmente
en los nifios que en las nifias. Otra explicacion podria ser que los nifios
experimentan mas traumatismos en edades mas jovenes. La formacion de
coagulos después del traumatismo en los vasos alrededor de la cabeza del
fémur podria desencadenar coagulos mas grandes cuando la trombofilia
esta presente, lo que llevaria a una mayor obstruccién del flujo sanguineo y

mayores dafos en la cabeza del fémur.

Algunos investigadores (Joseph y cols., 2011), han sugerido que el
prondstico es peor en las nifias que en los nifios, debido a que las nifias
alcanzan la madurez esquelética antes que los nifios, dejando menos tiempo
para la remodelacion de la cabeza femoral en la curacion de la enfermedad
Sin embargo, no hay pruebas sélidas que sugieran que el prondstico es peor
en las nifias que en los niflos. Nosotros observamos que el 100% de las
nifias presentan un grado Il/IV de Catterall y 83,3% de los nifios esta en esa

categoria (X2 0,976; df:1; p: 0,433).

En nuestro estudio encontramos que para el polimorfismo C677T de la

MTHFR existe una relacion positiva entre el sexo varon y los genotipos CT 0
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TT (OR: 2,1: 1C95%:0,3 a 1,42) asi como con la presencia del alelo T. No

obstante, esta relacién no alcanzé significacion estadistica.

Los objetivos del tratamiento de la enfermedad de Perthes son restaurar la
movilidad articular, prevenir la deformidad de la cabeza femoral, evitar las
alteraciones del crecimiento del fémur proximal y a largo plazo, la

degeneracion articular.

Para que el tratamiento sea efectivo, éste debe iniciarse en la fase inicial o
de fragmentacién, que es cuando la cabeza tiene aln capacidad plastica de
remodelacion o adaptacién a la cavidad acetabular. Por lo tanto, antes de
iniciar cualquier tratamiento debemos saber cémo es la evolucion natural de
la enfermedad y conocer cuales son los signos clinicos y radioldgicos de
riesgo que hacen que derive a un mal resultado. En definitiva, debemos
saber si nuestra actuacion terapéutica superara la evolucion natural de este

proceso.

En el enfoque terapéutico influyen por tanto diversas variables, los
denominados factores prondsticos, que ya comentamos en la introduccion,
gque nos orientaran a la hora de adoptar una actitud quirdrgica o
conservadora. Estos factores son: edad al comienzo de la enfermedad
(> 6 afos, peor prondstico), extension de la afectacién epifisaria (mal
pronéstico los grados Catterall Il y IV), la presencia radiografica de los
signos de cabeza de riesgo de Catterall y el estadio de la enfermedad en

gue se inicia el tratamiento.
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En el presente trabajo el 61% de los niflos fueron intervenidos
quirargicamente, pero esta cifra no es comparable con otros trabajos debido
a todas las variables anteriores, que entran en juego a la hora de la decision

terapéutica y que en cada estudio son diferentes.

En nuestra casuistica el 87,8% de los enfermos presentan un grado 11l 6 IV

en la clasificacion de Catterall, que justifica esa tasa elevada de cirugias.

El grado de deformidad de la cabeza femoral y su congruencia con el
acetabulo al final de la madurez esquelética, nos va a condicionar el
resultado. A mayor deformidad epifisaria e incongruencia, peores resultados
a largo plazo (artrosis precoz).

Tal como se describe en el apartado introduccién, con el fin de disponer de
una medida objetiva de dicha situacién funcional se desarroll6 la clasificacion
de Stulberg. En nuestra serie el 65% de los nifios evolucionaron de modo
favorable (Stulberg I-1l). Resaltamos que los nifios varones intervenidos

presentan de modo significativo mejor evolucion que las nifias intervenidas.

No se detectd que hubiera un mayor riesgo entre la cirugia y la evolucion
funcional (OR 1,4, 1C95% 0,3 a 7,7), lo cual est4 limitado por el tamafio
muestral. Nos concuerda con el hecho, de que el enfoque quirdrgico no va
asociado con una mejor evolucion, de ahi que las estrategias terapéuticas
incluyan con igual validez cirugia o tratamientos conservadores de

contencién, dependiendo de cada caso individualmente.
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Estudiamos, a continuacion, como se distribuian los genotipos y de las
frecuencias alélicas de la mutacion G1691A del factor V (Factor V Leiden), la
mutacion G20210A de la protrombina, la mutacion C677T de la MTHFR y el
polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaquetaria Ilb/llla, comparando los 41

enfermos de Perthes con 118 controles sanos.

* Polimorfismo PIA? de la glicoproteina plaguetaria Ilb/1lla

Se observa, aunque de forma no estadisticamente significativa, que existe
un mayor riesgo de enfermedad de Perthes en aquellos que eran
homocigotos para el alelo mutado o heterocigotos respecto a sujetos con
genotipo normal (OR 1,3; IC95%: 0,6 a 2,8). En la misma linea, la
prevalencia de alelos mutados fue de 17,1% (IC95% 10,5 a 26,6) en los
casos y 14,4% (1C95% 10,5 a 19,5) en los controles. La OR del alelo A2
frente al alelo Al es de 1,22 (IC95% 0,6 a 2,4) lo que sugiere que el riesgo
de tener Perthes fue 1,2 veces mas elevada con el alelo A que con el alelo

Al, pero esto tampoco fue estadisticamente significativo.

Por lo tanto, en nuestro estudio no hemos encontrado relacidbn entre este

polimorfismo y la enfermedad de Perthes.
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* Mutacion del factor V (Factor V Leiden)

La prevalencia de alelos mutados para mutacion del factor V de la
coagulacion (Factor V Leiden) es del 1,2% (IC95% 23,7 a 43,7%) en los
casos y 0,4% (IC95% 0,1 a 2,4) en los controles. La OR de A frente G es de
2,9 (IC95% 0,2 a 46,9) lo que sugiere que el riesgo de tener Perthes fue 2,9
veces mas elevada con el alelo A que con el alelo G. Se objetivd que ser
heterocigoto para el Factor V, incrementa el riesgo de Perthes un 2,93 veces
(OR 2,93; 1C95% 0,2 a 47,8). Resultados que coinciden con los del estudio
realizado por Woratanarat y cols. (Woratanarat y cols.,2014), en el que
llevaron a cabo una revision sisteméatica y realizaron un metaandlisis para
determinar la asociacion entre el factor V Leiden, protrombina Il vy
polimorfismos de MTHFR y la enfermedad de Perthes. Incluyeron 12
estudios de casos y controles en el andlisis con un total 824 casos y 2.033
controles. Ellos encuentran que la prevalencia combinada de alelos A fueron
5,8% (IC95% 3,8%, a 7,7%) y 1,5% (IC 95% 0,8% a 2,3%) en los casos y
controles, respectivamente. La OR agrupado de A frente a G con el modelo
de efectos aleatorios es 3,10 (IC95% 1,68 a 5,72), lo que sugiere que las
probabilidades de tener la enfermedad de Perthes fue 3.10 veces

significativamente mayor con el alelo A que con el alelo G.

Si bien nuestro resultado no fue estadisticamente significativo, podemos
decir que observamos una relacion entre el factor V Leiden y la enfermedad

de Perthes, como ya comunicaron otros autores, (Balasa VV y cols., 2004;
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Kenet y cols., 2008; Vosmaer A y cols.,2010). Glueck y cols. (Glueck CJ y
cols., 1996) que detectaron anomalias de la coagulacion en el 75% de sus
pacientes con enfermedad de Perthes y sugirieron que la trombofilia podia
producir una oclusion venosa en el cuello femoral, un aumento de la presion
venosa Yy la osteonecrosis de la cabeza femoral caracteristica de la
enfermedad de Perthes. Posteriormente los mismos autores (Glueck CJ y
cols., 1997) encontraron que la resistencia a la proteina C activada debido a
la mutacion del Factor V Leiden, era una causa de la enfermedad de

Perthes.

Otros autores, sin embargo, no han hallado esta asociacion (Thomas DP vy
cols., 1999; Sirvent N y cols., 2000; Hresko y cols., 2002), en nuestro pais
Lépez Franco ( Lopez Franco M y cols., 2005) no encuentran relacion entre
los estados de hipercoagulabilidad causados por las mutaciones Factor V
Leiden , gen de la protrombina y gen de la metilentetrahidrofolato reductasa
y la enfermedad de Perthes , por lo que descartan la necesidad de realizar
un despistaje de este grupo de polimorfismos en los pacientes con

enfermedad de Perthes .

* Mutacion G20210A de la protrombina.

Respecto a la mutacion G20210A de la protrombina, en el estudio de
Woratanarat encuentran que la prevalencia combinada del alelo A es 2,3%
(IC95% 1,6% a 3%) entre los casos, y el 1,2% (IC95% 0,8% a 1,7%) entre

los controles. El OR agrupado es de 1,48 (IC95% 0,71 a 3,08), que sugiere
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qgue el alelo A lleva un 50% mas de riesgo de la enfermedad de Perthes en
comparacion con el alelo G. Sin embargo, esta asociacion no fue
estadisticamente significativa probablemente debido a la baja frecuencia del
alelo y el pequefio tamafio de la muestra. En nuestra serie, todos los
enfermos de Perthes y la mayoria de los controles fueron homocigotos GG
para el polimorfismo G20210A de la protrombina. Tan solo 4 casos de los
controles y ninguno de los casos fueron heterocigotos GA para ese
polimorfismo. No se detectaron casos homocigotos AA. Esto puede ser
debido al pequefio tamafio muestral, con lo que no encontramos relacién
entre éste polimorfismo y la enfermedad de Perthes, coincidiendo con
autores como Balasa y cols.( Balasa y cols., 2004 ) que encuentran que dos
factores de riesgo trombofilico , la mutacion del Factor V Leiden y los
anticuerpos cardiolipina, se asocian en su serie con la enfermedad de
Perthes , y esta asociacion puede reflejar causalidad, pero no encuentran
relacion entre la enfermedad de Perthes y las mutaciones del gen de la

protrombina ni del gen de la MTHFR.

* Mutacion C677T de la MTHFR

Finalmente, en cuanto a la mutacion C677T de la metilentetrahidfolato
reductasa, en nuestra serie la prevalencia de alelos mutados es de 32,9%
(IC95% 23,7 a 43,6), en el grupo de los casos y 36% (IC95% 30,2 a 42,3) en
los controles y la OR de T frente A es de 0,87 (IC95% 0,51 a 1,40), lo que

indicaba que no encontramos asociacion entre el polimorfismo MTHFR y la
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enfermedad de Perthes. Resultados bastante similares a los encontrados en
el meta-analisis de Woratanarat y cols (Woratanarat y cols, 2014) donde la
prevalencia del alelo T menor en los grupos de casos y de control es muy
similar, es decir, 10,4% (IC95% 4,6% a 16,2%) y 10,5% (IC95% 4,4% a
16,7%). El OR para T frente a C alelos es homogénea con el OR agrupado

de 0,97 (IC95% 0,72 a 1,30).

Existen evidencias de que el remodelado de la matriz extracelular puede ser
importante en procesos ligados a mineralizacion y necrosis de la cabeza
femoral (Hofstaetter y cols.,2010). En este sentido, niveles elevados de
homocisteina o disregulacion del ciclo metionina-homocisteina asociado a
las variantes polimérficas del enzima MTHFR pudieran aumentar la
incidencia de enfermedad de Perthes o condicionar diferencias en los
patrones de recuperacion de la cabeza necrosada. Aunque el polimorfismo
C677T se ha asociado clasicamente con eventos vasculares o isquémicos,
habida cuenta que no existe asociacidon con ninguna otra variable genética
proagregante, debemos considerar el posible efecto sobre el remodelado de

la matriz extracelular.

Se podria pensar que la actividad aumentada de MTHFR puede inducir una
expresion diferencial de metaloproteasas de matriz que condicionan cambios
en el remodelado tisular y contribuyendo en la patogénesis de la enfermedad

de Perthes. Las metaloproteasas de matriz son una clase de proteasas
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implicadas en el remodelado tisular bajo determinadas condiciones

fisiol6gicas como patoldgicas.

En nuestro estudio encontramos que los 4 nifios homocigotos mutados para
la MTHFR tienen una forma grave de la enfermedad (grado IV de Catterall)
lo cual nos lleva a suponer que dicha mutacion podria estar relacionada con

la gravedad de la enfermedad.

Debido al disefio del estudio no disponemos de niveles de homocisteina (el
reclutamiento de los nifios se hizo en diferentes momentos y no disponiamos
de muestra de sangre al diagndstico), pero existe una probada relacién entre
la variante mutada de la MTHFR y la hiperhomocisteinemia leve-moderada.
Se ha sugerido que la agresion a las células endoteliales provocada por las
especies reactivas de oxigeno durante la autooxidacién de la homocisteina
en el plasma, o bien un efecto citotoxico directo, puede ser el mecanismo
inicial por el cual la hiperhomocisteinemia causa arteriosclerosis y trombosis,
asi como interfiere en el remodelado tisular (Welch GN y cols., 1998;

Derouiche F y cols., 2014).

En nuestro estudio podemos concluir que ninguno de los factores genéticos
de trombofilia es un factor de riesgo evidente para padecer una enfermedad
de Perthes. Sin embargo, la presencia de las variantes mutadas para la
MTHFR y PIA% aumentan de forma significativa el riesgo de manifestar una
forma grave de esta enfermedad. Ambos factores de trombofilia estan

relacionados directamente con los mecanismos de remodelado tisular y/o de
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reparacion de la matriz extracelular. La caracterizacion para estos factores
en el momento del diagndstico permitiria anticipar una forma grave de
enfermedad de Perthes, y podrian ser de utilidad a la hora de disefiar las

diferentes estrategias terapéuticas en esta enfermedad.

Futuros estudios multicéntricos nos permitirian evaluar la asociacion entre la
enfermedad de Perthes y los mecanismos de activacion plaquetaria y
liberacion de sustancias en el espacio extracelular, que son determinantes
de los mecanismos de dafio y reparacion tisular y, por lo tanto, estan

implicados en la patogénesis de la enfermedad de Perthes.
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6. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

En nuestra serie de nifios con enfermedad de Perthes la edad media al
diagnostico es de 5,2 afios con un predominio de varones sobre
mujeres en una proporcion 7:1. El 87% de casos tiene una importante
afectacion epifisaria, estan en un grado llI-IV de la clasificacion de
Catterall (100% de las nifias y 83,3% de los nifios). Al final del
seguimiento el 65,9% de los pacientes presentaron una evolucién
favorable, clase I-1l Stulberg (40% de las nifias y 69,4% de los nifios).
Respecto a las variables genéticas estudiadas y su posible relacién con
la evolucion de la enfermedad, todos los nifios homocigotos para la
mutacion C677T del gen para la MTHFR presentan una forma grave de
enfermedad de Perthes (grado IV de Catterall) y los nifios homocigotos
para el polimorfismo PLA? de la glicoproteina plaquetaria llb/llla
también presentan al diagndstico una forma grave de enfermedad de
Perthes (grado Ill de Catterall).

Ni la presencia del factor V Leiden ni la mutacion G20210A en el gen
de la protrombina, ambos identificados como de riesgo de trombofilia,
se asocian con una mayor gravedad de la enfermedad de Perthes al
diagnéstico.

Entre los pacientes con enfermedad de Perthes, la distribucion de las
variantes polimorficas G1691A del factor V de Leiden, G20210A del

gen de la protrombina y C677T del gen para la MTHFR, que
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5)

6)

condicionan un mayor riesgo de trombosis, no difiere de la encontrada
en la poblacién normal. No encontramos, por lo tanto, una asociacion
entre los polimorfismos habituales que condicionan un mayor riesgo
trombatico y riesgo de enfermedad de Perthes.

Tampoco encontramos relacién entre la presencia del polimorfismo
PIA? de la glicoproteina plaquetaria lib/llla y el riesgo de padecer
enfermedad de Perthes.

De acuerdo con nuestros resultados, la respuesta de la matriz
extracelular a los procesos de dafio endotelial o de activacion
plaguetaria pueden condicionar una mayor gravedad en la enfermedad
de Perthes de acuerdo a la clasificacion de Catterall. La condicion de
homocigoto mutado, bien para la variante C677T de la MTHFR, que
puede interferir con las metaloproteinasas de matriz extracelular, o para
la variante PIA?/PIA? de la glicoproteina plaquetaria llb/llla, integrina
relacionada con el remodelado de matriz, pueden indicar un riesgo de

presentar una forma grave de enfermedad de Perthes.
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/. Anexo |

Hoja de recoqgida de datos

- NOMBRE:
-N.H.C:
- SEXO:
- FECHA DEL DIAGNOSTICO:
- EDAD AL DIAGNOTICO:
- ANTECEDENTES PERSONALES:
- ANTECEDENTES FAMILIARES:
Sucesos tromboembadlicos precoces (menores 55 afios)
* Trombosis venosa profunda * Infarto agudo de miocardio;
* Accidente cerebrovascular * Embolismo pulmonar
- LADO INICIAL: Derecho Izquierdo
- BILATERALIDAD: SI NO
Edad de inicio del Perthes en la otra cadera.
- FASE AL DIAGNOSTICO:
- CLASIFICACION: * CATERALL I 1l I IV
*HERRING A B B/C C
- EVOLUCION CLINICA:
- EVOLUCION RADIOLOGICA:
- TRATAMIENTO:  * OBSERVACION * CIRUGIA

- RESULTADO FINAL: STULBERG I Il 1l IV V
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8. Anexo |l

Valdecilla

Hospital Universitario Marqu

CONSENTIMIENTO INFORMADO

SU  hiJO ha sido

diaghosticado de enfermedad de Perthes.

Para completar el estudio de su enfermedad, el hospital esta desarrollando un
proyecto de investigacién en el que se analizan unos rasgos genéticos asociados a la
coagulacion (factores de riesgo de trombofilia: factor V de Leiden, mutacién G20210A
de la protrombina, mutacién C677T de la MTHFR y polimorfismo del gen de la
glicoproteina plaquetaria llb/llla) que pueden también tener relacion tanto en el riesgo
de presentacion como de evolucion posterior de la enfermedad de Perthes.

Con el fin de contribuir a este estudio solicitamos su consentimiento para la
extraccion de sangre que se precisa para el analisis de dichas anomalias genéticas y
habiendo sido informado de que mi negativa a contribuir a dicho estudio no

modificara para nada el tratamiento.

Se solicita su consentimiento para el almacenamiento y conservacion de las

muestras, para posibles investigaciones futuras sobre la enfermedad genética.

Se me ha informado que tengo derecho a decidir si quiero saber o no el resultado de

las pruebas realizadas, y que tengo derecho a cambiar de opinion en el futuro.

Nombrey Firma D.N.I Fecha
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Estudio AVENA

s o r
Il aI l -

Original
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Alimentacion y valoracion del estado nutricional de los adolescentes
espafioles (Estudio AVENA). Evaluacion de riesgos y propuesta de
intervencion. I. Descripcion metodoldgica del proyecto*

The AVENA group**

* Provecto financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias (Instituto de Salud Carlos III, Ministerio de Sanidad v

Consimo).

*% Esta publicacion fue preparada para el grupo AVENA por: M. Gonzdlez-Gross, M. J. Castillo, L. Moreno, E. Nova, D.
Gonzdlez-Lamuiio, F. Pérez-Llamas, A. Gutiérrez, M. Garaulet, M. Jovanes, A. Leiva v A. Marcos (ver Grupo AVENA en

apéndice).

Resumen

Antecedentes: La adolescencia es una etapa decisiva
en el desarrollo humano por los miiltiples cambios fisio-
l6gicos y psicolégicos que en ella ocurren los cuales, a su
vez, condicionan tanto las necesidades nutricionales co-
mo los hibitos de alimentacién, actividad fisica y com-
portamiento. Ademas, esta demostrado que estos hibi-
tos tienen repercusion en el estado de salud en la vida
adulta. El interés de este tema asi como su apropiado de-
sarrollo ha merecido una financiacién por parte del
Fondo de Investigacion Sanitaria del Instituto de Salud
Carlos II1.

Objetivo: Desarrollar una metodologia que evalie el
estado de salud asi como la situacién nutricional-meta-
bélica y forma fisica de una muesira representativa de
adolescentes espaiioles. Especial atencion se prestara a
tres tipos especificos de patologias como son obesidad,
anorexia nerviosa/bulimia, dislipidemia.

Metodologia: Para alcanzar el objetivo, se van a estu-
diar ocho tipos diferentes de magnitudes: 1) ingesta die-
tética, habitos alimentarios y conocimientos nutriciona-
les; 2) actividad fisica habitual y actitud frente a la
practica fisico-deportiva; 3) nivel de condicion fisica; 4)
antropometria v composicion corporal; 5) estudio hema-
tobioquimico: perfil fenotipico lipidico y metabdélico, es-
tudio hematolégico; 6) perfil genotipico de factores lipi-
dicos de riesgo cardiovascular; 7) perfil inmunolégico de
estado nutricional; 8) perfil psicoldgico.

Conclusion: Este proyecto incluye la actividad coordi-

Correspondencia: Dra. Ascensién Marcos.
Instituto de Nutricion y Bromatologia CSIC-UCM
Edificio Instituto del Frio.

Ramiro de Maeztu, s/n.

E-28040 Madrid. Espaia.

Tel: + 3491549 00 38

Fax: + 34915 4950 79

Correo electrénico: amarcos@inb cisc.es

Recibido: 7-1-2002.
Aceptado: 12-1V-2002.

FEEDING AND ASSESSMENT OF NUTRITIONAL
STATUS OF SPANISH ADOLESCENTS (AVENA
STUDY). ASSESSMENT OF RISKS AND
INTERVENTION PROPOSAL

Abstract

Background: Adolescence is a decisive period in hu-
man life due to the multiple physiological and psycholo-
gical changes that take place. These changes will condi-
tion both nutritional requirements and eating/physical
activity behavior. It has been demonstrated that these
“adolescence” factors are of significant influence in he-
alth status during adult life. Due to its importance and
adequate development the project has been granted by
the Fondo de Investigacion Sanitaria of the Institute of
Health Carlos ITI.

Objective: To develop a methodology to evaluate the
health and nutritional status of a representative popula-
tion of Spanish adolescents. Specific attention is paid to
three specific health problems: obesity, anorexia nervo-
sa/bulimia, dislipidemia.

Methodology: The following magnitudes will be stu-
died: 1) dietary intake, food habits and nutrition know-
ledge; 2) daily physical activity and personal approach;
3) physical condition; 4) anthropometry and body com-
position; 5) hematobiochemical study: plasma lipid phe-
notypic and metabolic profile, blood cell counts; 6) geno-
tipic profile of cardiovascular risk lipid factors: 7)
immune function profile related to nutritional status; 8)
psychological profile.

Conclusion: This project includes the co-ordinate ac-
tivity of five Spanish centers of five different cities (Gra-
nada, Madrid, Murcia, Santander, Zaragoza). Each cen-
ter is specialized in a specific area and will be
responsible for the corresponding part of the study.
From the data obtained, we will elaborate a specific in-
tervention program in order to improve nutrition and
neutralize the risk for nutritional related problems in
adolescence. By this, we will contribute to improve the
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nada de cinco centros espafioles situados en otras tantas
ciudades (Granada, Madrid, Murcia, Santander, Zara-
goza). Cada uno de esos centrostiene largay acreditada
experiencia en la parte del estudio dela que esresponsa-
ble. En funcién de los resultados obtenidos, se propon-
dréun programa especifico de intervencion que per mita
mejorar laalimentacion y neutralizar el riesgo que, para
las patologias antes mencionadas, existe entrelos adoles-
centes espafioles. Con ello se pretende contribuir a mejo-
rar el estado de salud dela poblacion espafiola del nuevo
milenio.

(Nutr Hosp 2003, 18:15-28)

Palabras clave: Adolescencia. Anorexia. Dislipidemia.
Ejercicio fisico. Nutricion. Obesidad. Salud.

I ntroduccion

La adolescencia es una etapa crucial en el desarro-
Ilo de la persona e implica multiples cambios fisiol 6-
gicosy psicologicos. Unosy otros influyen sobre el
comportamiento, necesidades nutricionales y habitos
alimentarios. Laadolescencia se caracteriza por unin-
tenso crecimiento y desarrollo, hasta e punto que se
Ilega a alcanzar, en un periodo relativamente corto de
tiempo, el 50% del peso corporal definitivo'. A esto
contribuye también el desarrollo sexual, €l cua vaa
desencadenar importantes cambios en la composicion
corporal del individuo?. En consecuencia, las necesi-
dades de energia y nutrientes van a ser superiores en
la adolescencia que en las restantes etapas de |a vide?.
L os cambios psicol 6gicos tienden a afectar a los pa-
trones dietéticos y de actividad fisica, algo a tener
muy en cuenta, puesto que hoy dia la mayoria de los
adolescentes del medio urbano controlan su propia
dietay € nivel de actividad fisica que practican®. Esto
puede conducir a la adquisicion de unos habitos ina-
decuados que, en la mayoria de los casos, se mantie-
nen alo largo de la vida adulta con el consiguiente
riesgo o beneficio parala salud*®. Por otro lado, la
presencia de ciertos factores y habitos de riesgo ya
durante la nifiez y la adolescencia incrementa de for-
ma notable la probabilidad de desarrollar ciertas pato-
logias en la vida adulta. Estas patologias incluyen:
didlipidemia/aterosclerosis®, trastornos del comporta-
miento alimentario, obesidad/diabetes®*? osteoporo-
Sis®, ciertos tipos de cancer, etc.

Lainiciativa del presente proyecto coordinado de
investigacion surge a observar que la probleméticade
un consumo inadecuado de alimentos junto con los
trastornos del comportamiento alimentario, inactivi-
dad fisica, etc., esta afectando, cada vez mas tempra
namente, a una creciente poblacién infantil y juvenil.
A esto se suma lanecesidad de caracterizar adecuada-
mente la situacion. Para ello, es necesario obtener da-
tos representativos de la poblacion espafiola que sean
comparables entre si y poder actuar en consecuencia.

16 Nutr. Hosp. (2003) 18 (1) 15-28

health status of the Spanish population in the new mi-
Ilennium.

(Nutr Hosp 2003, 18:15-28)

Keywords: Adolescence. Anorexia. Didlipidemia. Health.
Nutrition. Obesity. Physical exercise.

Objetivo general del proyecto

El proyecto AVENA tiene dos objetivos principa-
les:

1. Evaluar € estado de salud, los hébitos de com-
portamiento y la situacion metabdlico-nutricional de
una muestra representativa de adol escentes espafioles
con especial referencia al riesgo de padecer tres tipos
especificos de patologias caracteristicos de la adoles-
cencia como son obesidad, anorexia nerviosa/bulimia,
dislipidemia.

2. En funcidn de los resultados obtenidos, propo-
ner un programa especifico de intervencién que per-
mita neutralizar €l riesgo, que paralas patologias an-
tes mencionadas, existe entre los adolescentes
espafiolesy contribuir asi amejorar el estado de salud
de la pablacién espafiola del nuevo milenio.

Material y métodos
Pablacion objeto del estudio

Para este estudio, se considera que la opcién valida
que ofrece fiabilidad (en cuanto a comparacién) y via-
bilidad (en cuanto a su realizacién préctica) es la cap-
tacion de la poblacion objeto de estudio através de los
centros de ensefianza. Con objeto de abarcar |a hetero-
geneidad de la poblacién, se decide que €l estudio se
realice tanto en centros plblicos como privados de En-
seflanza Secundaria o Formacion Profesional. Se dlige
€l rango de edad de 13 a 18 afios por ser cuando se es-
tablecen definitivamente los habitos de estilo de vida,
al producirse el algamiento de la estrecha vinculacién
familiar que ha estado presente durante lainfancia

Tamario de la muestra

Para establecer el tamarfio de la muestra, se han em-
pleado los datos sobre poblacién espafiola ddl Institu-
to Nacional de Estadistica (1996) (tablal). Tras hacer
un estudio descriptivo de las variables, sellegaala

The AVENA group



Tablal
Datos de la poblacion espafiola. Instituto Nacional
de Estadistica 1996

Santander
Poblacion total: 184.869 - 8,696

Tota Hombres Mujeres
13-17 16.013 8.166 7.847
Granada
Poblacion total: 241.471 - 8%

Totd Hombres Mujeres
13-17 19.318 9.852 9.466
Murcia
Poblacion total: 349.040 - 7,4%%Y

Tota Hombres Mujeres
13-17 25.891 13.650 12.241
13 4.560 2.347 2.213
14 4,773 2.457 2.316
15 5.270 2.687 2.583
16 5.419 3.024 2.845
17 5.869 3.135 2.844
Zaragoza
Poblacion total: 603.367 — 6,4%317

Tota Hombres Mujeres
13-17 39.110 19.874 19.236
13 6.949 3.637 3.312
14 7.306 3.680 3.626
15 7.911 4.158 3.753
16 8.444 4,199 4.245
17 8.500 4.200 4.300
Madrid
Poblacioén total: 2.866.850 - 5,7%1%7

Tota Hombres Mujeres
13-17 163.924 83.570 80.354
13 28.981 14.843 14.138
14 30.298 15.341 14.957
15 32.282 16.448 15.834
16 34.810 17.763 17.047
17 37.553 19.175 18.378

conclusién que para la variable que tiene més varian-
za (IMC = indice de masa corporal)® ¢, la diferencia
entre la media estimada y la media real no difiere en
mas del 2% para un tamafio muestral de 1.750, con
una probabilidad del 95%, estando € resto de las va-
riables para este tamafio muestral perfectamente en-
cuadradas. Los investigadores de AVENA han apos-
tado desde los inicios por la optimizacién maxima de
todos los recursos. Por tanto, se ha elegido el tamafio
de muestra minimo necesario para poder alcanzar 10s
objetivos que se pretenden.

Método general del estudio

Se utiliza un modelo de estudio transversal, con un
muestreo aleatorio representativo de la poblacion ado-
|escente espariola.

Se procede a tomar los siguientes datos: 1) ingesta
dietética, habitos alimentarios y conocimientos nutri-
cionales; 2) actividad fisica habitua y actitud frente a
la préctica fisico-deportiva; 3) nivel de condicion fisi-
ca; 4) antropometriay composicion corporal; 5) estu-
dio hemato-bioguimico: estudio hematol6gico, perfil
fenotipico lipidico y metabdlico; 6) perfil genotipico
de factores lipidicos de riesgo cardiovascular; 7) per-
fil inmunol 6gico de estado nutricional; 8) perfil psico-
|6gico.

En el estudio dietético, antropométrico,
actividad/condicién fisica'y aspectos psicol dgicos
participa el total de la muestra de adolescentes (1.750
individuos). Los estudios hematol 6gico, bioquimico,
genético e inmunol 6gico se realizaran en 500 indivi-
duos elegidos a azar pero constituyendo una muestra
representativa.

Una vez establecidos los objetivos y € método ge-
neral del proyecto, y tras disponer de la necesaria fi-
nanciacién por parte del Fondo de I nvestigacion Sani-
taria (FIS), se ha profundizado en los aspectos
metodol 6gicos para que éstos fueran, alavez, fiables
y operativos. Tras diversas discusiones en grupo'y, en
su caso, larealizacion del estudio piloto pertinente, se
ha Ilegado a la conclusion de que la metodologia es-
pecifica a emplear en cada parte del estudio que con-
sigue garantizar el desarrollo del proyecto multicén-
trico es la que se describe a continuacion. En el
presente trabajo se presentan especificamente las con-
clusiones metodol dgicas a las que se ha llegado res-
pecto a los métodos a emplear relativos a estudio die-
tético, antropométrico, actividad/condicién fisica,
estudios hemato-biogquimico, genético, inmunolégico
y aspectos psicoldgicos. |guamente se presentan los
resultados obtenidos respecto al muestreo que es pre-
ciso realizar, metodologia estadistica a emplear, con-
trol de calidad y aspectos éticos.

Resultados
Grupo de muestreo
Estratos definidos por factores de variabilidad

a) Procedencia: se selecciona —considerando la
cuestion técnica principal de la necesidad de contar
€ON un equipo investigador— cinco ciudades espafio-
las de mas de cien mil habitantes situadas en puntos
separados de la geografia espafiola: Santander, Grana-
da, Murcia, Zaragozay Madrid.

b) Condiciones socioeconémicas; La seleccion
muestral, una vez determinado el nimero de jévenes
gue va a ser entrevistado y analizado, se realiza me-
diante sorteo de colegios clasificados a su vez por la
pertenencia a las zonas en que se divide cada munici-
pio, considerando que la proporcionalidad en nimero
de colegios/zona |leva asociada la proporcionalidad
en nimero de estudiantes/zona segun el tramo de edad
elegido en el estudio. Lainformacion sobre los cen-
tros educativos fue facilitada por las respectivas con-

Alimentacion y valoracion del estado
nutriciona de los adol escentes espafioles
(Estudio AVENA)...
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cejalias de educacion de los ayuntamientos, y en el
caso de Madrid, por la Conserjeria de Educacién de la
Comunidad de Madrid (tabla I1). No se ha estratifica-
do por tipo de colegio: publico, concertado, privado
porque €l interés principal esta en asegurar la repre-
sentatividad socio-econémicalacual esta mejor deter-
minada por zona de residencia-lugar de escolariza-
¢ion, que por tipo de colegio. Aun asi se ha asegurado
la presencia de a menos un colegio estrictamente pri-
vado en cada ciudad.

c) Sexo: No se harealizado ninguna seleccion por
sexos. De hecho, para facilitar €l muestreo y que éste
sealo més fiable y objetivo posible, asi como por ra-
zones pedagogicas, psicolbgicas y operativas, en los
colegios seleccionados considerado clases completas
de la edad asignada. Es posible que con este tipo de
muestreo no se cumplan en todas ellas, las proporcio-
nes mujer/hombre calculadas. En ese caso, los andlisis
estadisticos posteriores se corregirdn mediante trata
miento ponderado.

€) Edad: se establecen los siguientes estratos de
edad: 13-14, 14-15, 15-16, 16-17, 17-18. Se entrevista
a clases completas que, por definicidn escolar, tedrica-
mente se relacionan con una edad. Esto no quiere decir
que todos los individuos de la clase cumplan la condi-
cion, puede haber repetidores o desplazados respecto a
la mayoria, por otras razones. No obstante todos los
alumnos seran objeto de entrevistay, nuevamente, las
cuotas de edad se gjustaran en el tratamiento estadisti-
€O por un sistema de ponderacion.

Criterios de exclusién: Se establecen como crite-
rios de exclusion los siguientes: diagndstico clinico de
diabetes, embarazo, abuso de alcohol o drogasy en
general patologias que no estén relacionadas directa
mente con la nutricidn. La exclusion efectiva del estu-
dio sera aplicada a posteriori, sin conocimiento por
parte de los alumnos, para evitar situaciones no desea-
das. En consecuencia, todos |os alumnos seran estu-
diados en base al tipo de estudio que corresponda.

Ingesta dietética, habitos alimentariosy
conocimientos nutricionales

Actualmente, la encuesta alimentaria es €l princi-
pal instrumento utilizado para conocer el consumo
alimentario y consiste en estimar cud es la cantidad
ingerida de todos y cada uno de los nutrientes durante
un tiempo determinado. La encuesta alimentaria pue-
de ser de varios tipos. Para el presente estudio, se han
desarrollado o seleccionado tres tipos de encuesta ali-
mentaria, con el fin de limitar al maximo las fuentes
de error: recordatorio de 24 horas, registro dietético
de 7 dias y cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos”.

Recordatorio de 24 horas: como su hombre indica
se trata de una anamnesis de lo ingerido en las 24 ho-
ras precedentes. Para el presente proyecto, dada la
complejidad que conlleva, se decide realizar el Recor-
datorio de 24 horas en clase, con €l apoyo del investi-
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Tablall

Centros educativos por zonas urbanas

en las cinco ciudades

Ciudad Zonas NUmero de
colegios
Santander: 33 colegios
Valdenoja-Sardinero 4
Reina Victoria-Castelar 7
Centro 11
Castilla-Hermida-Pesguero 3
Albericia-Alisal-Pefiac 8
Granada: 80 colegios
Zaidin 11
Ronda 11
Albayzin 6
Beiro 7
Centro 19
Chana 10
Genil 5
Norte 11
Murcia: 37 colegios
Noroeste 9
Norte 3
Noreste 3
Oeste 2
Centro 6
Este 7
Sur 2
Sureste 5
Zaragoza: 96 colegios
Zonal 8
Zona?2 8
Zona 3 5
Zona4 3
Zona5b 34
Zona6 18
Zona7 10
Madrid: 460 colegios
Centro 41
Arganzuela 8
Retiro 16
Salamanca 29
Chamartin 39
Tetuan 14
Chamberi 31
Fuencarral-El Pardo 20
Moncloa-Aravaca 31
Latina 33
Carabanchel 27
Usera 17
Puente de Vallecas 29
Moratalaz 13
Ciudad Linea 38
Hortaleza 21
Villaverde 14
Villade Vallecas 9
Vicavaro 7
San Blas 18
Bargjas 5
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gador, con €l fin de que el entrevistado recuerde y
anote minuciosamente las comidas realizadas el dia
anterior. Lafinalidad del recordatorio de 24 horas se-
ra principalmente la de servir como elemento de
aprendizaje para rellenar correctamente el cuestiona
rio de registro dietético de 7 dias.

Registro dietético de 7 dias: se trata de la anotacion
alo largo de una semana de los alimentos ingeridos
tanto en cuanto a tipo como ala cantidad de sus com-
ponentes. Esto Ultimo se hace por estimacion. Para
ello, cadaindividuo recibe unas tablas de referencia de
pesos aproximados de alimentos con €l objeto de faci-
litarles la labor, y @ mismo tiempo disminuir €l error
en laestimacion de las cantidades de alimentos ingeri-
dos. Estas tablas de referencia han sido elaboradas por
el equipo investigador tras halar la media después de
pesar varias veces e mismo alimento, y ser contrasta-
das con las tablas de referencia de Alcorizay cols.®.
En ausencia de algun dato, se utilizan los ingredientes
estandar de las principales recetas espariolas®, asi co-
mo los componentes de las distintas formas de cocina-
do tradicional de las racionest®®. Unavez se complete
d registro semanal, tiene que ser repasado por € nutri-
cionistajunto con €l sujeto. A continuacion, €l investi-
gador es el encargado de pasar a gramos la informa-
cién obtenida. La transformacion a energia y
nutrientes se realiza mediante tablas de composicion
de alimentos espafioles’*# y con una aplicacion infor-
matica elaborada por € grupo investigador.

Frecuencia de consumo de alimentos. Este cuestio-
nario” complementa la informacion obtenida. Ade-
mas, es el método més facil paratipificar e consumo
habitual de alimentos durante el ultimo afio, y es Util
para determinar el consumo habitual de alcohol y be-
bidas. Para €l estudio AVENA, este cuestionario sera
autocontestado y semicuantitativo, y se realiza, al
igual que el resto de recogida de datos, estando pre-
sente los investigadores en el aula.

Para evaluar los conocimientos nutricionales de los
sujetos objeto del estudio, se utiliza un cuestionario
con preguntas abiertas y otras cerradas, de acuerdo
con los criterios de los trabajos de Pro y Bannet*. Es-
te cuestionario también se pasarden € aula.

Actividad y condicién fisica

El estudio de larelacion entre la actividad fisica, l1a
condicion fisicay la salud atiende a dos modelos dife-
rentes™?": el primero, relacionalaactividad fisicadirec-
tamente con la salud, preocupandose por la adopcién
de hébitos de vida saludables a través del estudio de
factores psicosociaes que condicionan la adherencia a
los programas de actividad fisica?®. El segundo modelo
relaciona la préctica de la misma con la salud a través
de lamediacion que se produce en lamejora de la con-
dicion fisica, gracias alos cambios morfoldgicos y fun-
cionales que se producen. En consecuencia, las varia-
bles a estudiar se dividen en tres grandes grupos que
son: a) nivel de actividad fisica que habitual mente rea-

liza el sujeto; b) actitudes, motivaciones, valores 'y
comportamientos hacia la actividad fisicay € deporte;
c) nivel de condicién fisica orientada a la salud. Los
dos primeros aspectos se han de val orar mediante cues-
tionarios, € tercero se val ora mediante tests de campo.

A. Nivd de actividad fisica habitual

Se evalUaapartir del indice de actividad fisica obte-
nido a considerar tipo, duracién (minimo de 12 minu-
tos) y frecuencia de actividades fisicas y deportivas re-
alizadas durante un dia laboral, un dia de fin de
semanay précticade actividad fisica de vacaciones® ®.
Este indice ha sido validado previamente a partir del
registro de la frecuencia cardiaca minuto a minuto me-
diante el Polar Sport Tester 4000 durante un periodo
de 12 horas en un dialaboral en nifios/as de 10 afios* y
actuamente estd siendo validado paralas edades de la
poblacion aestudio. Parael estudio AVENA, seharaa
partir de un grupo de tres cuestionarios, en forma de
recordatorio de las actividades fisico-deportivas reali-
zadas, enumeradas en una serie de categorias atendien-
do d nivel de gasto energético (MET)®2 %,

B. Actitudes, motivaciones, valoresy
comportamientos haciala actividad fisicay el deporte

La valoracion del comportamiento hacia la activi-
dad fisicay € deporte, condicionado por las actitudes,
motivaciones y valores que se tienen sobre la misma,
serealizaapartir de un cuestionario elaborado especi-
ficamente para el estudio AVENA, € cual hasido so-
metido a un proceso de validacion y fiabilidad en las
diferentes edades del estudio. Este cuestionario ha si-
do construido atendiendo a una sintesis realizada a
partir de herramientas ya utilizadas en la bibliografia,
aportaciones del propio grupo de investigacion y estu-
dios experimental es realizados por |0s propios inves-
tigadores del proyecto. Con €ello sevalora

a) Adctitudes, interesesy valores hacialaactividad
fisicay el deporte, mediante los items correspondien-
tes de la encuesta de Garcia Ferrando*.

b) Motivacionesy causas de abandono hacia la
practica de actividad fisico-deportiva, mediante la
mismatécnicay los items del cuestionario de Mendo-
zay cols®.

c) Actitudes hacia el proceso y el producto rela-
cionadas con lasalud, a partir del cuestionario de acti-
tudes de actividad fisica orientada a la salud de Pérez
Samaniego®.

d) Percepcién delautilidad de la practica de acti-
vidad fisicay el deporte haciala salud, valorada a par-
tir del diferencial semantico de Sanchez Bafiuelos”.

C. Condicion fisicaorientadaalasalud

Se evallalafuerza, velocidad, resistenciay movili-
dad articular, consideradas como las cualidades fisi-
cas basicas® através de | as siguientes capacidades:

Alimentacion y valoracion del estado
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— Resistencia cardiorrespiratoria (aerobia). Capa-
cidad para mantener un esfuerzo prolongado en el
tiempo gracias a procesos metabdlicos de caracter
fundamental mente aerobio.

— Fuerzay resistencia muscular. Capacidad del
componente muscular para generar tension durante un
tiempo determinado.

— Amplitud de movimiento. Capacidad del siste-
ma muscul o-esquel ético para generar movimientos
articulares de gran recorrido o amplitud, gracias alas
propiedades de movilidad articular, elasticidad mus-
cular y elongacion muisculo-ligamentosa.

— Coordinacién, agilidad y velocidad de movi-
miento. Capacidad para generar movimientos balisti-
cos y explosivos, implicando gestos finosy cambios
dedireccion y ritmo de carrera.

Para ello, se han seleccionado 6 pruebas integradas
dentro de la bateria EUROFIT®, validada y estandari-
zada por el Consejo de Europa, siguiendo el orden
propuesto.

a) Flexién de tronco adelante en posicion senta-
do (FLT), mediante un test de amplitud articular sen-
tado en el suelo. Se trata de alcanzar la méxima dis-
tancia posible en flexion anterior de tronco, medida a
través de un soporte estandarizado. Medimos movili-
dad articular de tronco y cadera, como articulacion re-
presentativa de la condicion global del sujeto®.

b) Salto delongitud sin impulso (SLO), en laque
determina la méxima distancia alcanzada en dos in-
tentos. Medimos la fuerza de las extremidades infe-
riores.

¢) Dinamometria manual (DIM), mediante & em-
pleo de un dinamémetro digital Takei TKK 5101
(rango 5-100 kg), realizando dos intentos alternativos
con cada mano en una posicion estandarizada, de pie,
con los brazos paralelos a cuerpo sin contacto algu-
no.

d) Suspensién con flexion de brazos (SFB), me-
diante test estandarizado de suspension en barra fija,
de forma que a flexionar los brazos el mentén se en-
cuentre en linea con la barra. Se obtiene el maximo
tiempo en esa posicion hasta que € menton queda por
debajo de la barra a causa de la fatiga. Mediante ¢) y
d) medimos lafuerzadel tren superior.

€) Carrera4x 10 metros. Se trata de una carrera
deiday vuelta, enlaque se han derecoger y depositar
objetosaunoy otro lado del circuito, alamaximave-
locidad posible. Se evalla la velocidad, la coordina-
ciony laagilidad®.

f) Test de Course-Navette. Se evalla la resisten-
cia cardiorrespiratoria (aerobia) a partir de un test de
campo indirecto y submaximo deiday vueltade 20 m
hasta llegar a agotamiento®.

Composicion corporal

Existen multitud de métodos que permiten la valo-
racién de la composicion corporal en adolescentes® %,
De todos €ellos el més adecuado a los estudios epide-
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mioldgicos en amplias muestras de la poblacion es el
método antropométrico. Esa es larazdn por la que en
€l estudio AVENA se valora la composicion corporal
mediante antropometria. A continuacion se detalla el
equipo autilizar y la metodologia para cada una de las
medidas antropométricas.

Peso

Se medira mediante bascula modelo Seca 714 con
precision de 100 g (rango 0,1-130 kg). Cada dia antes
de comenzar la medicién se controlaré la precision de
la bascula. La medicion se realizara con el individuo
en ropa interior, colocado encima de la bascula, sin
apoyarse en ningun sitio. Se anota la unidad completa
mas proxima.

Tdla

Se medira mediante tallimetro incorporado a la bés-
culamodelo Seca 714 (rango 60-200 cm). El individuo
se colocaréa de pie, descalzo, con la cabeza de forma
gue € plano de Frankfurt, que une e borde inferior de
ladrbitadelosojosy e superior del meato auditivo ex-
terno, sea horizontal, con los piesjuntos, rodillas estire-
das, talones, nalgas y espalda en contacto con la pieza
vertical del aparato medidor. Los brazos permanecen
colgantes alo largo de los costados con las palmas diri-
gidas hacialos muslos. La pieza horizonta y movil del
aparato se baja hasta contactar con la cabezadel indivi-
duo, presionando ligeramente el pelo. En € marcador
se leelaunidad completa mas cercana.

Pliegues cutaneos

Se mediran en el hemicuerpo izquierdo mediante
un lipédmetro de compés modelo Holtain (rango 0-40
mm), que tiene una presion constante de 10 g/mm? de
superficie de contacto. Se ha elegido el hemicuerpo
izquierdo siguiendo las recomendaciones mas fre-
cuentes en poblacion adolescente y en Europa*+. El
individuo es preguntado por el lado dominante y no
dominante, teniendo en cuenta que éste puede ser di-
ferente en los miembros superiores e inferiores.

Las mediciones se realizaran en seis localizaciones
anatémicas:

e) Triceps: en el punto medio entre acromion y
olecranon, en la parte posterior del brazo.

f) Biceps: a mismo nivel que la zona del triceps,
pero en este caso, en la cara anterior del brazo. Cuan-
do se realicen estas mediciones el brazo debe perma-
necer relgjado, colgando alo largo del tronco.

0) Subescapular: en €l punto localizado por deba-
joy por dentro de la escapula izquierda, con el hom-
broy el brazo izquierdo relgjados.

h) Suprailiaco: eslazonasuperior alacrestailia-
ca, 1 cm por encimay 2 cm por dentro de la espina
iliaca antero-superior#,

i) Muslo: en lalinea media anterior en la mitad
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del muslo, con la extremidad inferior en ngulo recto,
con €l pie apoyado en un banco o silla.

j) Gemelo: en lacarainterna, linea media, en la
mitad de la pierna.

En los sitios mencionados, aproximadamente un cen-
timetro por arriba o por debajo de cada uno de dlos, €
pliegue cutaneo se sujeta firmemente con € dedo indice
y €l pulgar de lamano izquierday se tira ligeramente
hacia fuera, evitando incluir tgjido muscular. La presion
de lamano izquierda debe continuar mientras se realiza
lamedicidn, y lalectura se hace alos 2-3 segundos de
haber colocado las superficies de contacto de las dosra-
mas del aparato medidor. Para aumentar la precision de
la medida se redlizara tres veces empezando la segunda
serie de medidas a acabar la primera, para evitar varia
ciones inmediatas de la composicion del paniculo adi-
poso subcutaneo tras lapresion con € lipdmetro® %,

Perimetros

Se medirdn mediante una cinta métrica de materia
inextensible (rango 0-150 cm). Los perimetros se ab-
tendran en las siguientes localizaciones anatdmicas:

— Brazo: se medird en e brazo izquierdo. El bra-
Zo estara relgjado, rodeandolo con la cinta métrica en
el punto medio entre el acromion y el olecranon, sin
comprimir lostejidos.

— Biceps contraido: en lamismalocalizacion ana
témica que el anterior, en maxima contraccion del
musculo bicepsy con el brazo en angulo recto.

— Cintura: los individuos permaneceran en pie,
con el abdomen relajado, los miembros superiores
colgando junto alos costadosy con los pies juntos. Se
pasa una cinta métricainextensible por unalinea hori-
zontal que se encuentre equidistante de la Gltima cos-
tillay lacrestailiaca

— Cadera: en la misma posicion adoptada parala
medida del perimetro de la cintura, se considerara peri-
metro de la cadera a maximo que se consigue pasando
unacintamétricade formahorizonta anivel delacadera

— Muslo: en lamisma posicion, pasando unacinta
meétrica de forma horizontal bajo € pliegue del glateo.

Diédmetros

Se mediran mediante pie de rey modelo Holtain
(rango 0-14 cm), en las siguientes localizaciones ana-
témicas:

— Murieca: distancia entre las superficies externas
de las dos apdfisis estiloides.

— Codo: distanciaentre las superficies extemas de
los epicondilos.

— Fémur: distancia entre |las superficies externas
delos dos condilos femorales.

i ndi ces antropométricos de composicion corporal

Con las medidas realizadas se procederd a calculo
del somatotipo (referencias) y de diversos indices ant-

ropométricos de composicién corporal. Entre elloslos
mas importantes seran |os siguientes:

— Indice de masa corporal (IMC): es larelacion
entre el peso en kg y latallaen metrosa cuadrado. Es
un indice adecuado para la valoracion del sobrepeso
en poblaciones™ ® y para la identificacion de nifios y
adol escentes obesos™.

— Porcentaje de grasa corporal: mediante la fér-
mula de Westrate y Deurenberg™.

— Indices de distribucion de la grasa corporal: se
valorara el perimetro de la cinturay algunas relacio-
nes entre perimetros y pliegues cutaneos®.

Maduracién sexua

La maduracion de los caracteres sexuales es un pro-
ceso tipico de la adolescencia; ademds, numerosas ca-
racteristicas fisicas y de comportamiento se ven in-
fluenciadas por la maduracion sexual®. Por esta razon
se valorardn también los distintos estadios de desarro-
Ilo sexua siguiendo la metodologia descrita por Tan-
ner y cols.2 Se distinguiran 5 estadios para cada una
de las caracteristicas. desarrollo genital y vello pubia-
no en varones y desarrollo mamario y vello pubiano
en mujeres.

Manipulacién de las muestras de sangre

La extraccion de sangre se realiza en ayunas a pri-
mera hora de la mafianay en € propio centro escolar.
La extraccion se realiza por personal experto y con
amplia experiencia en extracciones de sangre. En la
totalidad de los casos se realiza por puncion en lave-
na cubital. A cada participante se le extraen 20 ml de
sangre, que se distribuyen en 1 tubo con EDTA, 1 tu-
bo con heparinay 1 tubo con gel para suero. Por moti-
vos de deterioro de la muestra, €l estudio hematol 6gi-
co (hemograma) se encarga a un laboratorio
especializado en cada una de las ciudades. EI hemo-
grama se realiza en todos |os casos de manera auto-
matizada en un contador de 5 poblaciones. Las varia-
bles del estudio hematol 6gico se detallan en la tabla
[11. Las demas determinaciones analiticas (estudio
bi oquimi co-metabdlico, estudio inmunoldgico y estu-
dio genético) se centralizan en cada laboratorio res-
ponsable (ver apéndice). Parael envio de las muestras
en tiempo Optimo se ha contratado una empresa de
transporte especializada, que garantiza la entrega de
muestras en el plazo previsto. Para € estudio del per-
fil inmunoldgico y genotipico, se trata de un envio ur-
gente con plazo méximo de entrega de 6 horas desde
la extraccion. Dos alicuotas de suero son congeladas
in situ a— 20 °C, una para determinacién sérica de pa-
réametros inmunol dgicos y metabdlicosy otra para ob-
tener un banco de muestras para posibles analiticas
futuras. Otras dos alicuotas de suero son enviadas re-
frigeradas mediante transporte especializado con lle-
gada a destino aprimerahoradel diasiguiente alaex-
traccion para el estudio lipidico y metabdlico. En
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Tablalll
Variables del estudio hematol 6gico

a) Recuento de hematies (eritrocitos)

b) Hemoglobina

c) Hematocrito

d) VCM (volumen corpuescular medio)

€) HCM (hemogl obina corpuscular media)

f) CHCM (concentracion corpuscular media de
hemoglobina)

0) (RDW) tamario de distribucion de los eritrocitos

h) Recuento de plaguetas

i) (MPV) volumen plaguetar medio

i) (PDW) tamafio de distribucién de plaquetas

k) Recuento de leucocitos (WBC)

1) Histograma diferencial de WBC

m)  Linfocitos

n) granulocitos %

0) Eosindfilos %

9)] bastfilos y otros elementos sanguineos

estas condiciones las muestras son analizadas con su-
ficiente nivel de fiabilidad.

Perfil fenotipico lipidico, metabdlico y hematol 6gico

De todas |as variables analiticas posibles, se decide
incluir aquellas determinaciones que estan directa-
mente relacionadas con el objetivo del estudio. Se
prevé conservar alicuotas de suero pararealizar deter-
minaciones adicionales que en el desarrollo del pro-
yecto pueda resultar de interés analizar. Los parame-
tros de inclusién inicial en el estudio y los métodos
utilizados son los siguientes:

Perfil lipidico plasmético

a) Triglicéridos.

b) Colesterol total.

c) Fosfolipidos.

d) HDL-colesteral.

€) LDL-colesteral.

f) ApolipoproteinaB.
g) ApolipoproteinaAl.
h) Apolipoproteina (a).

Perfil metabdlico-nutricional

a) Glucosa

b) Insulina.

c) Prealbimina.

d) Hierro.

€) Ferritina.

f) Transferrina.

g) Acido drico.

h) Calcio.

i) Fosforo.

Triglicéridos, colesterol, fosfolipidos, glucosa, hie-
rro, acido Urico, calcio, fosforo se determinaran por
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métodos enzimaticos colorimétricos usando kits co-
mercializados por Roche-Boehringer y adaptados aun
autoanalizador Hitachi 917. EI HDL-colesterol se de-
terminara tras precipitacion selectiva segiin método
descritoy validado®. El LDL-colesterol se determina-
ra de maneraindirecta o directa tras precipitacion se-
lectiva segiin metodol ogia descrita® *. Los niveles de
apo B, apo A1, apolipoproteina (a) [Lp(a)], prealbu-
mina, ferritinay transferrina se determinan por inmu-
nonefelometria mediante analizador de proteinas es-
pecificas Sistema Array 306 de Beckman. Los niveles
de insulina se determinan mediante enzimo-inmunoa:
nalisis usando € sistema Al A-600.

Todas las determinaciones estan sometidas a con-
troles de calidad interno y externo segiin la normativa
aplicable alared hospitalariapublicadel Servicio An-
daluz de Salud.

Perfil genotipico de factores lipidicos de riesgo
cardiovascular

Actualmente, la existencia de antecedentes familia-
resy el nivel que se posee de LDL-colesterol/HDL-
colesterol, no puede ser considerado en el nifio/ado-
lescente como un determinante inequivoco de ulterior
riesgo cardiovascular. Entre otras razones, porque di-
cho riesgo se ve expuesto a multiples influencias am-
bientales (dieta, tabagquismo, actividad fisica, etc., tal
y como se ha expuesto). Parece pues conveniente rea
lizar unaindividualizacion del riesgo real mediante €l
andlisis de determinados marcadores genéticos. En
este sentido, existen distintos factores genéticos que
influyen en el perfil lipidico y, dentro de estos, se ha
visto que es fundamental el papel de ciertas apoprote-
inas como la apo E y la apo (a). Estas apoproteinas,
gue son producto de determinados genes polimorfi-
cos, presentan diversas isoformas relativamente fre-
cuentes en la poblacion y pueden influir en el perfil li-
pidico interactuando con determinados factores
exogenos.

En este estudio de forma simultanea al perfil lipidi-
o se procedera a la determinacion del genotipo de la
Apo E a partir de DNA obtenido de muestras de san-
gre periféricautilizando latécnicade PCR y digestion
especifica con la endonucleasa de restriccion Hha 1%,
y a fenotipo dela Apo (a) en muestras de plasma me-
diante electroforesis en poliacrilamida al 4% seguida
de transferencia electroforética a membranas de celu-
losa e hibridacion mediante el uso de técnicas de do-
ble anticuerpo especifico marcado con peroxidasa (in-
munoblotting)®:.

Perfil inmunol dgico de estado nutricional

Lainclusién de los parametros de inmunonutricion
en un estudio de las caracteristicas del AVENA supo-
ne una novedad. Al tratarse de técnicas muy sensibles
y de elevado precio, no existe ningln estudio equiva-
lente a nivel nacional o europeo. Al igual que en los
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demés apartados, con el fin de optimizar a maximo
los recursos, se realizan las siguientes determinacio-
nes.

@) Inmunidad celular

al) Determinacion de las subpoblaciones linfoci-
tarias; CD2 (linfocitos T totales), CD3 (linfocitos T
maduros), CD4 (linfocitos T colaboradores), CD8
(linfocitos T citotoxicos/supresores), CD16/56 (célu-
las “natural killer"), mediante citometria de flujo, de
acuerdo con Baker®.

a2) Funcién inmune celular “in vitro” . Evalua-
cién de la citocinas procedentes de distintas células
inmunocompetentes, mediante determinacion de I1L-1
(CD 14), IL-2(Thly CD8), IL4 (Th2), IL5(Th2), IL-
10 (Th2), IL-6 (CD4 y CD14), TNF (CD14) y IFN-y
(Thl) mediante citometriade flujo® y ELISA.

b) Inmunidad humoral

bl) Determinacion de la subpoblacion linfocita-
ria CD19 por citometria de flujo, de acuerdo con Ba-
kerez,

b2) Funcién inmune humoral: determinacién sé-
ricade las inmunoglobulinas G, A 'y M por nefelome-
tria (Behring BN-100).

¢) Inmunidad innata

cl) Sstemade complemento: factores de comple-
mento C3 y C4 mediante nefelometria (Behring BN-
100).

c2) Proteinas de fase aguda: proteina C reactiva,
ceruloplasmina mediante nefelometria (Behring BN-
100).

Perfil psicol6gico

Esta parte del estudio se realizara aplicando en el
aulados test psicoldgicos validados:

a) Desordenesdel comportamiento alimentario

» EDI-2 (Inventario de Trastornos de la Conducta
Alimentaria)*. La adaptacién espafiola de Corral y
cols.®. El EDI es un excelente instrumento para eva-
luar los trastornos de la conducta alimentaria en ado-
|escentes, ya que muestra una especial sensibilidad
paravalorar estos sindromes (anorexia nerviosay bu-
limianerviosa), y ademas resulta muy importante tan-
to para el diagnéstico precoz como para discriminar
entre |las poblaciones de riesgo, siendo por tanto una
prueba muy Util como screening de esta problemética.
La adaptacion espafiola data de 1998, con lo cual se
dispone de baremos precisos para valorar alos sujetos
experimental es.

Ademés, se han afiadido a los cuestionarios las cin-
co preguntas del cuestionario SCOFF*, cuya traduc-

cion al espafiol se propone en latabla IV. Estas pre-
guntas han sido especialmente disefiadas y validadas
pararealizar un screening con €l fin de detectar tras-
tornos del comportamiento alimentario en amplios
grupos de poblacién, tal y como es el caso del proyec-
to AVENA.

TablalV
Cuestionario SCOFF para detectar trastornos
del comportamiento alimentario®.
Propuesta de traduccion al espariol

» ¢Algunavez te sientes enfermo por haber comido
demasiado y muy lleno?

* ¢Crees que has perdido €l control sobre la cantidad de
comida que tomas?

* ¢Has perdido mas de 6 kg en los Ultimos tres meses?

* ¢Crees que estés demasiado gordo aungue los demés te
digan que estas muy delgado?

* ¢Sepodriadecir que la comida dominatu vida?

b) Vaoracion psicoldgicadel rendimiento escolar

e TEA (Test de Aptitudes Escolares)®”. La adapta-
cion espafiola data de 1974, (TEA Ediciones, S.A). El
test de aptitudes escolares es un excelente instrumento
paralavaloracion global y parcia de las aptitudes ba-
sicas exigidas para €l trabajo escolar (verbales, de ra-
zonamiento y de calculo). Esto permite evaluar en los
sujetos de estudio, las aptitudes y la evaluacién de su
potencial o grado intelectual, funcién clave y basica
parael desempefio y rendimiento escolar.

Control de calidad

Lacalidad es el primer elemento a considerar en la
planificacion de cualquier estudio, entendiendo como
tal la garantia de los resultados y conclusiones que de
él se obtengan. En un proyecto como €l AVENA, es-
tudio multicéntrico liderado en Madrid que agrupa
cinco equipos investigadores, se requiere que ademéas
de las medidas de control de calidad que cada equipo
tenga en relacion con sus propias competencias, se
necesite: analizar todo el proceso global para conocer
laposible variabilidad en orden aminimizarla o elimi-
narla, y detectar los puntos criticos que encierra; dise-
fiar, optimizar y unificar protocol os de actuacion para
controlar los puntos criticos del proceso. Esto nos ha
llevado arealizar reuniones de trabajo, en las que par-
ticipan los responsables de los cinco grupos, para uni-
ficar criterios y metodologia ademés de establecer un
calendario de actuacion. Se elabora un manual deta
Ilado para cada una de las partes de las que consta €l
estudio. También se realizan o repiten talleres paralo-
grar la capacitacion necesaria de miembros de todos
los equipos. Se realiza un estudio piloto en una mues-
tra de 100 individuos para controlar lavalidez y co-
rreccion de todos los métodos. Posteriormente se in-
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troduce, s procede, indices correctores entre los dis-
tintos equipos participantes, para poder comparar los
resultados obtenidos.

La variahilidad residual que queda es la que se so-
mete a los tratamientos estadisticos.

Aspectos éticos

Consideraciones éticas

El estudio se lleva a cabo siguiendo las normas de-
ontol égicas reconocidas por la Declaracion de Helsin-
ki (revision de Hong-Kong, Septiembre de 1989) y si-
guiendo las recomendaciones de Buena Préctica
Clinica de la CEE (documento 111/3976/88 de julio
de 1990) y lanormativalegal vigente espafiola que re-
gulalainvestigacién clinica en humanos (Real Decre-
to 561/1993 sobre ensayos clinicos). El estudio ha si-
do sometido a valoracién y ha obtenido la aprobacion
de los Comités de Etica del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas y del Hospital Universitario
“Marqués de Valdecilla’.

Antes del comienzo del estudio en cada una de las
aulas, se explica detalladamente el estudio que se pre-
tende redlizar y se pide conformidad previa por escri-
to por parte de cada individuo y de su padre/madre o
tutor/a.

Confidencialidad de los datos

El contenido de los cuadernos de recogida de datos,
asi como los documentos generados durante todo el
estudio, son protegidos de usos no permitidos por per-
sonas gjenas a la investigacion. Por tanto, lainforma
cion generada en este ensayo es considerada estricta-
mente confidencial, entre las partes participantes,
permitiéndose, sin embargo, su inspeccion por las au-
toridades sanitarias. A titulo informativo se les sumi-
nistra la informacion obtenida de maneraindividual a
cadainteresado.

Andlisis estadistico

Se realiza de forma centralizada mediante software
SPSSy SAS. Se determinan:

a) Pardmetros de estadistica basica media, moda,
mediana, desviacion estandar, rango (maximo 'y mini-
mo).

b) El test de contraste de hipétesis entendido co-
mo el grado de significacion de las diferencias entre
medias, globalesy corregidas (en funcion de la edad,
sexo, ingesta deficiente, adecuada o excesiva en rela
cién con cada uno de los nutrientes, gasto energético,
etc.), se andlizardmediante € test dela“t” de Student,
test de Newman-Keuls previo andlisis de la varianza.
En caso de que la distribucion sea no homegénea, se
aplican pruebas estadisticas no paramétricas como el
test delaU de Mann-Whitney o e de Kruskall-Wallis.
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El nivel de asociacién entre variables se estudian
mediante coeficiente de correlacion de las relaciones
entre datos con establecimiento de la ecuacion de re-
gresion.

Discusién

Como ha constatado recientemente la Presidencia
Francesa de la Unidn Europea®, es preciso reconocer
gue no existen datos comparables y fiables de ingesta
de alimentos y nutrientes en la mayor parte de los pai-
ses de la UE. Esta afirmacion la podemos ampliar ala
mayoriadelos parametros que sevan avaorar en e es-
tudio AVENA. Por primeravez en Espafia, se van aob-
tener datos representativos para poder establecer un cri-
terio sobre la salud de los adolescentes. No debemos
olvidar que € estado de salud incluye distintos factores
gue integran el estilo de vida, como son ingesta dietéti-
casaludable, actividad fisicarazonable, no consumo de
tabaco y moderacién en € consumo de alcohol, etc.

Para conseguir los objetivos que se prevén, se hace
necesario €l estudio multicéntrico. La gran ventajadel
AVENA es |a estricta estandarizacion del trabajo de
campoy lacentralizacion de las analiticasy delaeva
luacion de cuestionarios. Esta es la Ginica manera de
excluir de entrada la enorme cantidad de variables de
confusién que aparecen cuando se comparan |os re-
sultados de estudios aislados. Ello haexigido un largo
proceso de planificacion, elaboracion y adecuacion de
la metodologia para que los objetivos derivados del
estudio tengan absoluta fiabilidad. En aras de la viabi-
lidad del proyecto, y atendiendo a nimero de sujetos
a estudiar, se ha hecho necesario simplificar algunos
apartados que de por si teniainterés que hubieran sido
estudiados en mayor profundidad. Tanto el estudio
nutricional, como la valoracion de los componentes
delacondicion fisicay de lacomposicién corporal re-
presentan una labor costosa en términos temporales,
tanto para los investigadores como para los propios
sujetos experimentales evaluados. La decision al res-
pecto ha sido simplificar al maximo los cuestionarios
y la bateria de test de campo arealizar. Esto permite
reducir el tiempo y posibilita realizar las pruebas en
las propias instalaciones del centro. En todos los ca-
sos, al menos dos investigadores estén presentes. Re-
sultainnovador realizar lavaloracién del estado nutri-
cional no solo mediante la edad cronoldgica de los
sujetos sino también por el nivel de maduracion se-
xual que presentan. Esta es larazon de incluir los es-
tadios de Tanner2 en el estudio AVENA.

L os principales problemas de salud relacionados
con lanutricion y € estilo de vidaalos que se enfren-
tan los adolescentes son el sobrepeso/obesidad, la
anorexia nerviosa/lbulimiay €l inicio de diversos habi-
tos que condicionan la aparicién de factores de riesgo
en lavida adulta. Diferentes estudios han demostrado
gue en las Ultimas décadas se ha producido un alar-
mante incremento en la incidencia de estas patol o-
gias®. No debemos olvidar que existen los trastornos
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del comportamiento alimentario no especificos, que
significa que el sujeto no tiene la enfermedad propia-
mente dicha aunque presenta habitos anormales con
gran riesgo de padecer la enfermedad. En los trastor-
nos de la alimentacion existen claras anomalias del
sistema inmune™. La caracterizacion de estas anoma-
lias permite detectar situaciones subclinicas de mal-
nutricion y conocer la evolucion nutricional de estos
SU] etosto 1. 71»74)_

Desde nuestra orientacion, se concibe el comporta-
miento alimentario desde una perspectiva integral,
producto de la interaccion de las caracteristicas del
sujeto (bioldgicas, psicolégicas, culturales), y de las
caracteristicas de su entorno (especialmente las in-
fluencias del grupo social y de la publicidad), asi co-
mo de las propias caracteristicas de los alimentos. Por
tanto, de esta interaccién e interdependencia emergen
factores deriesgo, que a confluir en un sujeto especi-
fico, pueden derivar en mal consumo de alimentos o
culminar en un trastorno alimentario. Por esto, en este
contexto se deben redlizar las actuaciones que revier-
tan estos estilos, actitudes y comportamientos inade-
cuados, orientandolos y corrigiéndolos.

Desde la perspectiva psicol 6gica, esimprescindible
valorar |os aspectos del funcionamiento psiquico de
|os sujetos de investigacion, que estan involucrados
en el comportamiento alimentario y en €l rendimiento
académico, para obtener un diagndstico de las actitu-
des, normas subjetivas y dimensiones clinicamente
relevantes que conforman €l sistema cognitivo/afecti-
vo de la poblacion diana, frente a consumo de ali-
mentos y a los trastornos de la conducta alimentaria,
paraidentificar factoresy préacticas de riesgo en lain-
gesta inadecuada de nutrientes. Ademas, creemos
interesante valorar las aptitudes cognitivas bésicas in-
volucradas en € trabajo académico que |os sujetos en-
frentan diariamente en sus tareas escolares, ya que es-
tas funciones psicol 6gicas para funcionar bien
requieren de aportes nutritivos imprescindibles, espe-
cialmente cuando son exigidas en una tarea intelec-
tual, como es el desempefio escolar.

El estudio de los marcadores genéticos en la pobla-
cion adolescente y su relacion con distintas caracteris-
ticas fenotipicas de la poblacion permitird un mejor
conocimiento de los mecanismos patogénicos impli-
cados en la enfermedad cardiovascular, asi como el
establecimiento de indicadores de riesgo, prondstico o
de respuesta terapéutica. La aplicacién de estos mar-
cadores a adol escentes en |os que ain no se ha desa
rrollado la enfermedad, ayudara a realizar estrategias
de prevencién y terapéuticas encaminadas a modificar
los factores ambientales o de estilo de vida que, por
otra parte, son mas féciles de crear en lainfanciay
adolescencia. Entre estos factores destacan particular-
mente |os habitos dietéticos y €l nivel de actividad fi-
sica

En consecuencia, resulta imprescindible la necesi-
dad de implementar y de avalar programas de investi-
gacién e intervencion en conducta alimentaria en el

ambito escolar, sobre la base que sean sisteméticas,
holisticas, participativas y rigurosas, con evidente ca-
récter preventivo y con clara conviccion de continui-
dad y seguimiento. Los investigadores de AVENA no
quieren olvidar que la adolescencia es una etapa Unica
en lavida. Por tanto, uniéndose a los criterios expues-
tos por algunos autores™ 7, consideran que la educa-
cion sanitaria de |os adolescentes debe permitir al in-
dividuo comprender 1o que es positivo en su persona
para gque de este modo pueda desarrollar todos los as-
pectos citados al maximo. No se deben forzar mode-
los de comportamiento, sino ofrecerles y fomentarles
una cultura basada en estilos de vida “arealizar” en
vez de estilos de vida “aevitar”.

Conclusiéon

En el proyecto AVENA, se ha cuidado al méaximo
tanto el disefio del estudio como la seleccion del ta-
marfio de muestra'y la metodologia a emplear, de mo-
do que todas las muestras de las cinco ciudades sean
procesadas con las mismas técnicas. Con €llo, se pre-
tende obtener |os datos necesarios para poder al canzar
los objetivos previstos, con € minimo nimero de in-
dividuos necesarios para que los resultados sean re-
presentativos y ahorrar asi tanto costes materiales,
econdmicos como humanos. Por estos motivos, y co-
nocida la complegjidad de los proyectos multicéntri-
cos, se ha apostado por una metodologia unificada,
paralo cual cada uno de los cinco grupos participan-
tes en el estudio se hace responsable de la parte para
lacual es experto. Por primera vez en Espafia, se van
a obtener datos representativos para muchas de las va-
riables objeto de estudio, lo cual va a permitir profun-
dizar en su conocimiento y constituye una informa-
cién valiosa para tomar medidas efectivas de salud
publicay promocién de la salud basados en la eviden-
cia de los resultados obtenidos, ademas de ayudar a
prevenir posibles enfermedades futuras.
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Abstract: The possible association of common polymorphic variants related to thrombophilia (the
rs6025(A) allele encoding the Leiden mutation, rs1799963(A), i.e., the G20210A mutation of the
prothrombin F2 gene, the rs1801133(T) variant of the methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)
gene that encodes an enzyme involved in folate metabolism, and rs5918(C), i.e., the “A2’ allele of the
platelet-specific alloantigen system that increases platelet aggregation induced by agonists), with the
risk of Legg—Calvé-Perthes disease (LCPD) and the degree of hip involvement (Catterall stages I to
IV) was analyzed in a cohort study, including 41 children of ages 2 to 10.9 (mean 5.4, SD 2.2), on the
basis of clinical and radiological criteria of LCPD. In 10 of the cases, hip involvement was bilateral;
thus, a total of 51 hips were followed-up for a mean of 75.5 months. The distribution of genotypes
among patients and 118 controls showed no significant differences, with a slightly increased risk for
LCPD in rs6025(A) carriers (OR: 2.9, CI: 0.2-47.8). Regarding the severity of LCPD based on Catterall
classification, the rs1801133(T) variant of the MTHFR gene and the rs5918(C) variant of the platelet
glycoprotein IIb/Illa were associated with more severe forms of Perthes disease (Catterall III-1V)
(p <0.05). The four children homozygous for mutated MTHFR had a severe form of the disease
(Stage IV of Catterall) and a higher risk of non-favorable outcome (Stulberg IV-V).

Keywords: Legg-Calvé-Perthes disease; gene polymorphism; heritable thrombophilia

1. Introduction

Legg-Calvé—Perthes disease (LCPD), characterized by avascular necrosis of the proxi-
mal femoral epiphysis [1-4], remains a controversial entity in child orthopedics. During
rapid growth, the interruption of adequate blood supply to the secondary ossification
centers in the epiphyses makes these areas prone to avascular necrosis, resulting in necro-
sis, removal of the necrotic tissue, and its replacement with new bone [5,6]. Hereditary
thrombophilia has gained considerable attention as a risk factor for LCPD, although there
are still controversies about this association or its potential implication in the severity
of the disease [7,8]. Familial osteonecrosis of the femoral head has been associated with
variant mutations of collagen type II [9,10]; however, the extracellular matrix might have a
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role in the pathogenesis or outcomes of LCPD. The thrombophilic factors include platelet
transmembrane receptors that facilitate cell adhesion within extracellular matrix ligands;
therefore, we aimed to investigate the possible correlation between the severity of LCPD
and the presence of prevalent and well-known thrombophilic polymorphisms implied in
extracellular matrix and tissue remodeling.

Our LCPD cohort and a group of controls were characterized for: (1) the P1A2 vari-
ant (rs5918(C)) of the platelet membrane glycoprotein (GP) IIb/Illa, a central molecule
in platelet adhesion and aggregation by the high-affinity binding of fibrinogen; (2) the
rs1801133(T) variant in the MTHEFR gene, playing a role involving tissue homocysteine
in endothelial cell injury and adverse extracellular matrix remodeling; (3) the rs6025(A)
variant encoding the Leiden mutation; (4) the rs1799963(A) variant of the prothrombin
F2 gene; the last two variants are associated with a prothrombotic genetic status. LCPD
severity at the time of diagnosis is defined by Catterall classification based on the radio-
graphic appearance of the epiphysis and metaphysis visible in osteonecrosis of the femoral
head [11,12].

2. Materials and Methods
2.1. Patients

A cohort study was conducted, including 41 children diagnosed with LCPD disease
in the Child Orthopedics Unit of the University Hospital Marqués de Valdecilla between
January 1996 and December 2014. All patients presented clinical and radiological char-
acteristics of LCPD. In 10 of them, the involvement was bilateral, representing a total of
51 hips.

Informed consent was obtained from all the individual participants (from their parents
or guardians) according to the criteria of the Declaration of Helsinki, a statement of ethical
principles for medical research involving human subjects, including research on identifi-
able human material and data. The study was supervised and approved by the Ethical
Committee of the authors’ University and University Hospital (CEIC-C: Comité Etico de
Investigacion Clinica de Cantabria). After obtaining informed consent from the parents
of all patients, a blood sample was drawn for DNA analysis. None of the patients had
any clinical or familial evidence of significant vascular diseases, such as severe atheroscle-
rosis, arterial thrombosis, coronary disease, hypertension, renal diseases, ischemic heart
diseases, cerebrovascular diseases or coexisting disorders that could be associated with
the polymorphisms analyzed. The presence of other causes of osteonecrosis of the hip
was a reason for exclusion, such as by the use of steroids, hypothyroidism, epiphyseal
dysplasia, metabolic bone disease, sickle cell disease, lupus, hip fracture, or septic arthritis.
Demographic variables were collected as well as the evolution of the disease.

2.2. Controls

A control group of 118 healthy children and adolescents with no previous history
of thromboembolism and representative of the general population of our region was
assembled. Blood samples were obtained from them after informed consent for the AVENA
study (study of cardiovascular risk related to nutritional and lifestyle habits, financed by a
grant from the Spanish government, 2002-2005, and approved by the Ethical Committee of
the University Hospital (CEIC-C: Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria)).

2.3. Genetic Analysis

DNA extraction. A sample of 2 mL of peripheral blood in EDTA was obtained from all
participants; DNA extraction and purification were performed using the modified method
of Higuchi [13] and the samples were frozen at —20 °C until further analysis. Subsequently,
all genetic polymorphisms were studied by polymerase chain reaction (PCR) amplification
and analysis of the restriction fragments (RFLP) after digestion with the corresponding
restriction enzyme, by the protocols described below.
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Characterization of P1IA2 polymorphism of the platelet membrane glycoprotein (GP)
IIb/IIa (rs5918(C)), using a modified protocol described by Weiss et al. [14]. PCR amplifi-
cation of DNA fragments was performed with the following primers: 5 TTC TGA TTG
CTG GAC TTC TCT T 3’ and 5’ TCT CTC CCC ATG GCA AAG AGT 3'. The amplified
fragments were digested within Msp I (Invitrogen, USA) and separated in 3% agarose
MS-12 (Laboratorios Conda, Madrid, Spain). P1A1 alleles exhibited two fragments of 221
and 46 bp; PIA2 (mutated) alleles exhibited three fragments of 177, 46, and 44 bp.

Characterization of C677T methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) polymor-
phism (rs1801133(T)). DNA fragments were amplified by PCR following the protocol
described by Frosst et al. [15], using the primers 5-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG
GA-3’ and 5'-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'. The PCR fragments were digested
within the restriction enzyme Hinf I (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden). After
electrophoresis in agarose 3%, a single 198 bp fragment corresponded to the C allele, and
175 and 23 bp fragments corresponded to the T allele (mutated allele).

Characterization of factor V Leiden mutation in the F5 gene associated with factor V
Leiden thrombophilia (rs6025(A)) was conducted using a modified protocol described by
Bertina et al. [16]. PCR amplification of DNA fragments was performed with the primers
5 TGC CCA GTG CTT AAC AAG ACC A 3’ and 5 TGT TAT CAC ACT GGT GCT AA
3'. The amplified fragments were digested within Mml I (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) and separated in 3% agarose MS-12 (Laboratorios Conda, Madrid, Spain). The
normal alleles exhibited three fragments of 163, 67, and 37 bp, and the mutated alleles
(Leiden mutation) exhibited two fragments of 200 and 67 bp.

Characterization of the prothrombin thrombophilia associated with G20210A poly-
morphism in the F2 gene (rs1799963(A)) was conducted by using a modified protocol
described by Poort et al. [17]. The following primers were used for the PCR amplification
of DNA fragments: 5-TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC-3’ and 5'-ATA GCA CTG GGA
GCA TTG AA*G C-3'; subsequently, the amplified fragments were digested within Hind
III (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) and separated in 3% agarose MS-12
(Laboratorios Conda, Madrid, Spain). The normal alleles exhibited three fragments of
345 bp, and the mutated alleles (Leiden mutation) exhibited two fragments of 322 and
23 bp.

2.4. Risk Haplotypes

Different genetic risk-haplotypes categories were defined by the combination of pairs
of genotypes. Haplotypes related to thrombophilia but also affecting extracellular matrix
remodeling were indicated by the combination of GP IIb/IIl and MTHFR genotypes,
whereas haplotypes related just to a prothrombotic status were defined by the combination
of genotypes for factor V Leiden and prothrombin.

High-risk thrombophilia and potential adverse extracellular matrix remodeling were
considered in haplotypes homozygous for the PIA2 variant of GP IIb/III (PIA2/PIA2) or
homozygous for the T allele at MTHFR C677T (TT). Low-risk haplotypes were associated
with the absence of the PIA2 variant (PIA1/PIA1) combined with non-mutated homozygous
haplotypes or with heterozygosity for C677T (C/C and C/T); intermediate-risk phenotypes
were identified by the presence of one allele (heterozygous) for PLA2 combined with
heterozygous or non-mutated haplotypes for C667 (C/T and C/C).

The only genetic haplotypes associated with a substantial risk of thrombosis were
defined as follows: haplotypes with a homozygous mutation for both factor V Leiden and
prothrombin G20210 (high risk); haplotypes with a homozygous mutation for factor V
Leiden plus heterozygous (G/A) for prothrombin G20210A (intermediate risk); haplotypes
with non-mutated homozygous AA for G20210A plus heterozygous for factor V Leiden
(low risk) [18].
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2.5. Catterall Stages Classification of Severity

Markers of severity and prognosis of the LCPD are established by Catterall classifi-
cation, which is based on the radiographic appearance of the epiphysis and metaphysis
of the femoral head. Stage I: bone absorption changes visible in the anterior aspect of
the epiphysis of the femoral head, changes are visible best in frog leg lateral view, no
sclerosis is seen; Stage II: further bone resorption with slight femoral head collapse in the
anterior aspect of femoral head, sclerosis; Stage III: almost entire femoral head involved
in collapse with characteristic head-within-head appearance, sclerosis; Stage IV: complete
collapse of the femoral head with the flattening and formation of dense sclerosis; additional
metaphyseal changes may be visible, sclerosis, posterior remodeling [11,12,19].

2.6. Statistical Analysis

Quantitative variables were expressed as the mean and standard deviation, and
categorical variables as absolute values and percentages (%). Each polymorphism was
statistically described, estimating the prevalence of each allele and each possible genotype
(allele and genotype frequencies) or were defined under risk haplotypes or a combination
of genotypes. The frequencies of each allele and possible genotype or haplotype were
calculated with their 95% confidence intervals (Cls). Pearson’s chi-squared or Fisher’s
exact test was used for the comparison of categorical variables. Student’s t-test or Mann—
Whitney U test was used for the comparison of quantitative variables. The frequency of the
genotypes for each polymorphism was compared between the different groups using the
Hardy—Weinberg equilibrium with the Pearson’s chi-squared test. The odds ratios (ORs)
and their 95% confidence intervals (ClIs) were calculated to estimate the relationship of
polymorphisms with disease severity in patients vs. controls using non-conditional binary
logistic regression models. All the tests were bilateral, and differences were considered
significant when p < 0.05. All statistical analyses were performed using SPSS software
version 15 for Windows (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

3. Results

A total of 36 of 41 patients (88%) with LCPD were boys, and 5 patients (12%) were girls.
At diagnosis, the mean age was 5.42 years (SD 2.17), with a minimum age of 2.04 years and
a maximum age of 10.85 years. The mean length of follow-up was 75.5 months (SD 45.3).

No patient had a personal history of previous thrombotic events or evidence of
thrombotic disease in their first-degree relatives. During the course of the disease, both
hips were affected in 10 patients (24%), 90% of which were male (9 males and 1 female).
For some analyses, a total of 51 hips with LCPD were considered.

Considering the grades of severity based on Catterall classification, at the time of
diagnosis, 3 hips (6%) were grade I on the Catterall scale, 7 hips were grade II (14%), 21 hips
were grade III (41%), and 20 hips were grade IV (39%). This implies that, at diagnosis,
41 hips (80%) were in a severe phase of the disease (Catterall grades III and IV).

The genotype and allelic frequency distributions in both patients and controls were as
summarized in Table 1:

Table 1. Genotype and allele distribution among LCPD hips and controls.

Genotypes/Alleles Controls LCPD OR (CI95%) p
Factor V GG 117 (99.2%) 49 (96.1%) 1 0.206
GA 1 (0.8%) 2 (3.9%)
4.8 (0.4 to 53.9)
AA 0 0
Allele frequencies G 235 (99%) 100 (98%) 0.452

A 1(1%) 2 (2%) 4.7 (0.4 to 52.4)
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Table 1. Cont.

Genotypes/Alleles Controls LCPD OR (CI95%) p
MTHFR CC 47 (39.8%) 26 (51%) 1 0.181
CT 57 (48.3%) 20 (39.2%)
0.6 (0.3t0 1.2)
T 14 (11.9%) 5 (9.8%)
Allele frequencies C 151 (63.9%) 72 (70.6%) 0.290
T 85 (36.1%) 30 (29.4%) 0.7 (0.4to 1.2)
GP IIb/1lla AlA1 87 (73.7%) 34 (66.7%) 1
Al1A2 28 (23.7% 16 (31.4%
( ) ( ) 1.4 (0.7 t0 2.9) 0.351
A2A2 3 (2.5%) 1(1.9%)
Allele frequencies Al 202 (85.6%) 84 (82.4%)
A2 34 (14.4%) 18 (17.6%) 1.4 (0.7 to 2.4) 0.552
Prothrombin GG 114 (96.6%) 51 (100%) 1
GA 4 (3.4%) 0 (0%) 0.999
0.000
AA 0 (0%) 0 (0%)
Allele frequencies G 232 (98.3%) 102 (100%)
A 4 (1.7%) 0 0.3 (0.01 to 4.7) 0.438

Abbreviations: GP IIb/Illa:
reductase; OR: odds ratio; p: p-value.

platelet glycoprotein IIb/Illa; LCPD: Legg-Calvé-Perthes disease; MTHEFR: methylenetetrahydrofolate

PIA2 polymorphism of the platelet membrane glycoprotein (GP) IIb/IIla (rs5918(C)).
Similar distributions in both LCPD cases and controls were observed for alleles and
genotypes; thus, no significant risk for LCPD can be attributed to the presence of
this polymorphism. The prevalence of mutated alleles was 17.1% (95% confidence
intervals 10.5 to 26.6) in LCPD patients and 14.4% (95% confidence intervals, 10.5 to
19.5) in controls. The odds ratio of the A2 allele versus the Al allele was 1.22 (95%
confidence intervals 0.6 to 2.4; p = 0.561). The odds ratio for LCPD in those who were
homozygous or heterozygous for the mutated allele relative to subjects with a normal
genotype was 1.3 (95% confidence intervals 0.6 to 2.8).

Mutation C677T of metilenetetrahydrofolate reductase (MTHEFR), (rs1801133(T)). No
significant differences in allele frequencies were detected between cases of LCPD and
controls. The prevalence of mutated alleles was 32.9% (95% confidence intervals 23.7
to 43.6) in the group of LCPD hips and 36% (confidence intervals 95% 30.2 to 42.3) in
the controls, with the odds ratio of T versus C being 0.9 (95% confidence intervals 0.4
to 1.4).

Factor V Leiden mutation in the F5 gene causing factor V Leiden thrombophilia
(rs6025(A)). Most cases (97%) and controls (99%) had a normal genotype for G1691A
mutation in the F5 gene. No cases of mutated homozygous haplotypes were identified,
either in cases or in controls. However, a positive trend was observed between LCPD
and the presence of factor V Leiden mutation, with the odds ratio of A versus G being
2.9 (95% confidence intervals of 0.2 to 46.9).

G20210A mutation of the prothrombin F2 gene (rs1799963(A)). All patients with LCPD
and most of the controls (97%) were G/G homozygous for the G20210A mutation of
prothrombin F2 gene, and only four of the controls were heterozygous (G/A) for the
polymorphism. No homozygous AA cases were detected. The prevalence of mutated
A alleles was 1.7% (95% confidence intervals 0.6 to 4.3) in the controls, whereas no
mutated A alleles were detected in the cases, with an odds ratio of 0.3 (95% confidence
intervals 0.01 to 5.7) for allele A with respect to the G allele.
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Genetic Haplotypes

The frequencies of the different haplotypes (low-, intermediate- and high-risk haplo-
types) and the number of hips affected by LCPD are shown in Table 2.

Table 2. Haplotype distributions among the LCPD hips analyzed.

Number of Evaluated LCPD Hips = 51

Low Risk * Intermediate Risk * High Risk *
n=31 n=14 n=6
A1A1-CC 15 (48.4%) A1A2-CT 3 (21.4%) A2A2-TT 0
A1A1-CT 16 (51.6%) A1A2-CC 11 (78.6%) A1A2-TT 2 (33.3%)
A1A1-TT 3 (50%)
A2A2-CT 1 (16.7%)
A2A2-CC 0

* Low-risk haplotypes: a combination of normal homozygous status for the PIA2 (A1A1) polymorphism with
homozygous normal (CC) and heterozygous (CT) status for the C677T mutation of the MTHFR gene. Intermediate-
risk haplotypes: those heterozygous for the PIA2 (A1A2) polymorphism plus normal homozygous (CC) or
heterozygous (CT) haplotypes for the C677T mutation of the MTHFR gene. High-risk haplotypes: a combination
of the homozygous status for MTHFR (TT) or PIA2 (A2A2) genes.

As described in the Methods section, haplotypes were defined by the combination
of the different GP IIb/IIl and MTHEFR genotypes. In total, 12% of the hips (n = 6) cor-
responded to patients with high-risk thrombophilia plus potential adverse extracellular
matrix remodeling; 27% of the hips (n = 14) corresponded to patients with intermediate risk,
and 61% (n = 31) corresponded to patients with low risk. When comparing LCPD patients
and controls, we found no significant association between the defined genetic haplotypes
and the risk of suffering from the disease (odds ratio 1.2, 95% confidence intervals 0.7 to
1.7). However, when severity at diagnosis was considered for each haplotype, we found
that 67% of the defined high-risk haplotypes for thrombophilia and potential adverse
extracellular matrix remodeling were classified as Catterall IV stage, whereas just 29% of
the intermediate haplotypes were classified as Catterall IV (p = 0.05) (Table 3).

Table 3. Haplotype distributions and the severity of LCPD hips based on Catterall classification.

Haplotypes
Low Risk * Int:.;gl;ﬁc:iiate High Risk * p
Catterall I 1(3.2%) 1(7.1%) 1 (16.7%)
Catterall 1T 2 (6.5%) 5 (35.7%) 0
Catterall III 16 (51.6%) 4 (28.6%) 1(16.7%) 0.05
Catterall IV 12 (38.7%) 4 (28.6%) 4 (66.6%)

* Low-risk haplotypes: a combination of normal homozygous status for the PIA2 (A1A1) polymorphism with
normal homozygous (CC) and heterozygous (CT) status for the C677T mutation of MTHFR. Intermediate-risk
haplotypes: heterozygous for the PIA2 (A1A2) polymorphism plus normal homozygous (CC) or heterozygous
(CT) for the C677T mutation of the MTHFR gene. High-risk haplotypes: a combination of homozygous MTHFR
(TT) or PIA2 (A2A2).

None of the patients with LCPD or the controls were classified as having genetic
haplotypes with a substantial risk of thrombosis (homozygous for factor V Leiden or
homozygous for prothrombin G20210A).

As an observational study with no intervention, surgery decisions were not influ-
enced by the presence/absence of the studied polymorphisms, but by age, gender, and
progression. Thus, our study design did not allow us to perform a multivariant analysis
in order to define the role of the polymorphisms in the outcome according to Stulberg
classification. However, after a six-year follow-up, 20% of the patients (10 out of 51 hips)
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had a non-favorable outcome with Stulberg grades IV-V, even after surgery. According
with our results, the presence of the high-risk haplotypes (homozygous for MTHFR) should
be considered in diagnosing the severity of LCPD, as up to 50% (two out of four) of the
patients had Stulberg IV-V outcomes (three out of four in children under 6 years old).

4. Discussion

It is generally accepted that the disruption of the blood supply to secondary ossifica-
tion centers in the femoral epiphyses is a key element for avascular necrosis, resulting in
deformity of the femoral head, although there are few studies that address the implication
of inherited thrombophilic status in the severity of LCPD. There is also evidence that
remodeling of the extracellular matrix may be important in processes linked to mineraliza-
tion and necrosis of the femoral head, and some thrombophilic factors involved in tissue
damage after ischemic processes can also be implied in extracellular matrix remodeling
mechanisms, thus related to the severity of LCPD.

In the present study, we analyzed the potential association of different genetic poly-
morphisms with a demonstrated risk for thrombosis and a potential disturbed matrix
remodeling with the risk and severity of LCPD. As well as promoting coagulation, platelets
are active in fibrinolysis, wound healing, angiogenesis, and bone formation and remodel-
ing [20], with the platelet membrane glycoprotein (GP) IIb/Illa being a central molecule in
platelet adhesion, aggregation, and clot-forming process. The P1A1/A2 (rs5918) polymor-
phism in the GPIIb/IIla genes is a demonstrated genetic factor of prothrombotic tendency,
along with commonly recognized inherited thrombophilic factors such as the C677T poly-
morphism of MTHFR, classically associated with ischemic events, factor V Leiden, and the
G20210A mutation in the prothrombin gene.

We observed that the presence of the PIA2 platelet polymorphism and/or the TT
homozygous status for the C677T polymorphism of MTHFR are both genetic conditions
associated with the severity of LCPD at the time of diagnosis defined by Catterall stages III
and IV. In our cohort, we did not observe a significant association between the presence
of any other of the prothrombotic haplotypes and the risk of developing LCPD. Only for
factor V Leiden mutation did we observe a significant trend related to the risk of Perthes
disease (odds ratio 2.9; 95% confidence intervals, 0.2-47.8). These results are concordant
with the findings of a recent meta-analysis [8], showing factor V Leiden mutation as the
only prothrombotic polymorphism significantly related to Perthes disease.

The potential clinical impact of PIA2 polymorphism on the platelet glycoprotein
IIIa gene has been investigated in several diseases in which thrombus formation tissue
and remodeling mechanisms are key pathogenic factors [21,22], although never in LCPD.
GPIIb/1Illa is the central molecule in platelet adhesion and aggregation by the high-affinity
binding of fibrinogen, and the isoform P1A2 is associated with conformational changes in
GPIIb/Illa, which might exert an effect on the platelets” nanomechanics as well as on the
signaling pathways by triggering thrombotic events [23].

Metabolic changes associated with the polymorphic variants of MTHFR may increase
the incidence of LCPD or potentially alter the recovery patterns of the necrotic head. There
is a proven relationship between the mutated variant of MTHFR and mild-moderate
hyperhomocysteinemia, and it has been suggested that endothelial cell aggression may be
the initial mechanism by which hyperhomocysteinemia causes thrombosis. This situation
interferes with tissue remodeling; therefore, differences in MTHFR activity also have
a potential association with remodeling of the extracellular matrix, contributing to the
pathogenesis of LCPD. In our study, we found that the four children with homozygous
mutations of MTHFR had a severe form of the disease (Stage IV Catterall).

We did not observe any significant relationship between the other studied prothrom-
botic polymorphisms and the risk or severity of LCPD. Moreover, although some authors
found that homozygous forms of the factor V Leiden mutation may play some role in the
clinical course of LCPD, particularly in the more severe forms, we did not observe this
association in our study [24].
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The extent of epiphyseal involvement is one of the prognostic factors in LCPD. The
greater the extent of the epiphyseal lesion, the greater the likelihood of collapse and
deformity, and the worse the long-term outcomes (early osteoarthritis). The Catterall
radiological classification of the extent of the disease continues to present it as the most
important predictor of evolution for patients classified in groups III and IV [12]. However,
although it has been used as a marker of severity and prognosis of the disease, it is
questionable whether Catterall classification is clinically useful for making treatment
decisions for LCPD patients. All patients in our LCPD cohort were classified and followed
up by the same specialist. We found that the occurrence of at least one P1A2 allele or two
alleles (homozygote) for the C677T polymorphism of MTHFR presented a significantly
increased risk of having Catterall III or IV LCPD (p = 0.05); thus, their screening in at-risk
children might be useful in the future as prognosis markers. In our cohort, all LCPD
patients homozygous for the C677T mutation of MTHFR had a severe form at diagnosis
(Catterall group IV).

As an observational study with no intervention, surgery decisions were not influenced
by the presence/absence of the studied polymorphisms but by age, gender, and progression.
However, we observed that according with our results, the presence of the high-risk
haplotypes (homozygous for MTHFR) should be considered in the outcome of LCPD,
especially for children under 6 years of age).

It is likely that in the development of LCPD, different etiopathogenic pathways
simultaneously intervene; however, our findings, although limited by the sample size, rule
out a significant role for the genetic thrombophilic status. However, severity at diagnosis is
associated with the presence of polymorphisms disturbing extracellular matrix remodeling.
Precisely determining the pathways that trigger the avascular necrosis process will be
relevant for the early detection of LCPD, for the development of possible biomarkers, and
for the implementation of medical therapeutic strategies that, together with the appropriate
surgical attitude, will offer the best functional results for children affected by LCPD.
However, our results are concordant with our initial hypothesis. Multicenter studies with
larger sample sizes will be necessary to confirm our results.

5. Conclusions

Our results showed that inherited thrombophilic variants are not significant risk fac-
tors for LCPD but are associated with different levels of disease severity; this was observed,
in particular, for those polymorphisms related with platelet adhesion and aggregation, cell
injury, and adverse extracellular matrix remodeling. Subjects with an rs1801133(T) variant
in MTHFR and an rs5918(C) variant encoding the A2 allele of the platelet glycoprotein dis-
played an increased risk of more severe forms of LCPD in the acute phase (Catterall III-1V).
Being homozygous for the rs1801133(TT) variant or just having one copy of the rs5918(C)
variant appeared to be associated with an increased risk for more severe forms of LCPD
(Catterall groups IV and II) in the acute phase. The presence in homozygosis of the TT
variant in MTHEFR is suggested to be a risk factor for severe outcome (Stulberg IV-V after
6-year follow-up). Future multicenter studies would allow us to evaluate the association
between LCPD and mechanisms of platelet activation and the release of substances into
the extracellular space, which are determinants of tissue damage and repair mechanisms
and are thus implicated in the pathogenesis of LCPD.
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