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ARTIGO ORIGINAL

FATOR V DE LEIDEN NA DOENGCA DE
LEGG-CALVE-PERTHES

LEIDEN’S V-FACTOR IN LEGG-CALVE-PERTHES DISEASE

LiA Lira OLivier SANDERS, MaNUEL Bomriv BragA Junior, CEsar WaGNER MoNTENEGRO CiMA,
Rosa Maria SaLant MoTa, MAaria INEs DE M. C. ParDINI, SiLviaA HELENA BAREM RABENHORST

RESUMO

Trobofilias hereditarias tém sido implicadas na patogénese da
doenca de Legg-Calvé-Perthes. Uma investigagdo do fator de risco
hereditério mais comum para hipercoagulabilidade — a mutagao no
gene do fator V (fator V de Leiden) — foi conduzida em 20 pacientes
com Legg-Calvé-Perthes e 214 controles sadios. A prevaléncia
do fator V de Leiden foi maior nos pacientes com Legg-Calvé-
Perthes que no grupo controle (30 vs. 1,87%). A raz&o de chances
(odds ratio) para o desenvolvimento de Legg-Calvé-Perthes foi de
22,5 (p<0,05; intervalo de confianca: 5,68- 89.07). Estes dados
sugerem, o fator V de Leiden como fator de risco hereditario para
hipercoagulabilidade associada ao desenvolvimento da doenca
de Legg-Calvé-Perthes.
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INTRODUGCAO

A doenca de Legg-Calve-Perthes (LCP) uma disfuncéo do quadril
que acomete criangas € resultado da degeneracao da epifise fe-
moral proximal do fémur em virtude de uma insuficiéncia no fluxo
sanguineo local (necrose avascular). Embora a etiologia seja ainda
desconhecida, trombofilias hereditarias vém sendo sugeridas como
potenciais causadores da doenga.'?

Trobofilia pode ser definida como uma tendéncia aumentada a
apresentar fendmenos tromboembdlicos, seja esta hereditaria
ou adquirida. Uma vez que trombose € um evento incomum em
criangas, a ocorréncia de fendmenos trombdéticos na infancia
frequentemente se relaciona a uma causa genética.® Mutagdes no
gene da protrombina (G20210A), da metilenotetrahidrofolato redu-
tase (MTHRF) (C677T) e do factor V (G1691A) sao fatores de risco
hereditarios para trombose bem estabelecidos na literatura.*®

O fator de risco mais comum para trombose arterial e venosa é
a resisténcia a proteina C ativada consequente a uma mutagao
no gene do fator V.5° A mutagao do gene do fator V (factor V de
Leiden) gera um estado de hipercoagulabilidade em virtude da
resisténcia a agéo anticoagulante da proteina C ativada.® Normal-
mente, a proteina C ativada degrada o fator V ativado (Va), clivando
os aminoéacidos Arg306 and Arg506. Moléculas de fator V com a
mutagao de Leiden — em que Arg506 ¢ substituida por glutamina
(consequéncia da substituicdo de A por G na posigdo 1691 do
gene) — séo resistentes a degradacéao pela proteina C.5°

ABSTRACT

Inherited tendency to hypercoagulability has been suggested a:
a cause of vascular thrombosis resulting in Legg-Calve-Perthe:
disease. An investigation of the most common inherited risk facto
for hypercoagulability - the mutation in the V-factor gene (Leiden’:
V-factor) - was carried out among 20 Patients diagnosed with Legg
Calvé-Perthes disease. Patients were compared with 214 health
controls. The prevalence of the Leiden’s V-factor was higher ir
patients with Legg-Calvé-Perthes disease than in controls (30% vs
1,87%). The odds ratio for the development of Legg-Calvé-Perthe:
disease in the presence of the Leiden’s V-factor mutation was 22,
(p<0,05; confidence interval: 5,68-89.07). These data suggest the
Leiden’s V-factor as an inherited risk factor for hypercoagulabilit
associated with the development of Legg-Calve-Perthes disease.
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Arelacao entre trombofilia e a doenga de Legg-Calvé-Perthes foi de
monstrada em varios trabalhos'#'"-"#, com algumas controvérsias.'>?
Este estudo teve como objetivo examinar a associagdo entre o fato
V de Leiden, como fator de risco hereditério para hipercoagulabili
dade, e o desenvolvimento da doenga de Legg-Calvé-Perthes.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Cinquenta pacientes ndo-aparentados com diagnéstico de LCF
- baseado em critérios clinicos e radioldgicos - recrutados no Am
bulatério de Ortopedia Clinica da Universidade Federal do Cear:
(UFC) foram contactados, geralmente por correio (a maior parte
dos pacientes reside no interior do estado, longe da capital, onde
geralmente ndo hé telefone disponivel). Dos cinqlenta paciente:
contactados, foi possivel coletar amostras de sangue dos 2(
pacientes que puderam comparecer ao campus. O protocolo dé
investigagao foi conduzido apds aprovagao pelo Comité de Etic
da UFC e com o devido consentimento informado assinado pelo:
responsaveis pelas criangas incluidas no estudo. Vinte paciente:
com diagndstico de LCP foram analisados. O grupo incluiu quinze
meninos e cinco meninas. A média de idade por ocasido do diag
nostico foi de 6.55 anos (desvio padrao de 2.03, mediana: 6.5). 4
doenca foi unilateral em 90% dos casos e cirurgia, realizada en
dez pacientes (50%). Na familia de um paciente, o pai tinha un
diagnostico objetivo de trombose.
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Controles

Afim de avaliar a prevaléncia da mutagéo do fator V de Leiden em
nossa populagéo, foi realizada analise genética de 214 individuos
saudaveis, sem passado de eventos tromboembolicos e represen-
tativos da populacéo local (110 homens, 104 mulheres). A média
de idade foi de 30,44 + 9.39 anos (mediana: 28 anos). Na nossa
regiéo, onde o tipo étnico caracteristico € o mestico, os habitantes
descendem predominantemente de indios e europeus, com raros
descendentes de negros africanos.

METODOS

DNA de alto peso molecular foi extraido de leucoécitos do sangue
periférico usando um método de “salting out”.?? Para assegurar a
qualidade da extracao de DNA, eletroforese em gel de agarose e
corado com brometo de etidio foi realizada.

Diagndstico molecular

A mutagao Arg506GIn no gene do fator V (fator V Leiden) foi iden-
tificada através da amplificagdo do fragmento correspondente
ao exon 10 do gene do fator V, usando o método da reacéo em
cadeia da polimerase (PCR) com primers e condicdes como as
descritas por Bertina et al.* Subsequentemente, 10uL do produto
do PCR foi digerido com 2.5U de Mn/ I, uma enzima que cliva o
alelo normal em dois sitios, produzindo 3 fragmentos de 116bp
(pares de base), 67bp and 37bp. Alelos mutados perdem um sitio
de clivagem, originando apenas dois fragmentos de 153bp e 67bp
apo6s acéo da referida enzima. Individuos heterozigotos originam
tanto fragmentos normais como fragmentos mutantes. Em cada
analise, amostras de paciente mutado, paciente normal e agua
destilada foram usados como controle. Apds digestao enzimatica,
os fragmentos foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6%,
coloracgao de prata. A fim de assegurar a legitimidade dos dados,
0s resultados positivos para a mutacao foram reanalisados.

Analise Estatistica

A analise estatistica das diferencas entre os grupos foi realizada
através do Teste Exato de Fisher. Razao de chances foi calculada
para estimar o risco de desenvolver a doenga de Legg-Calve-
Perthes. A populagao sadia local foi usada como grupo controle.

RESULTADOS

O fator V de Leiden (mutagéo do gene do fator V) foi encontrada
mais freqUentemente nos pacientes com a doencga de Legg-Calve-
Perthes (seis de vinte pacientes, 30%) que nos individuos controle
(quatro de 214, 1,87%). A razao de chance (odds ratio) para o
desenvolvimento da doenga na presenca do fator V de Leiden
comparada com a auséncia da mutagao foi de 22.5 (intervalo de
confianca: 5.683-89.075; p<0.05; Teste Exato de Fisher). Entre os
pacientes mutados, cinco apresentaram o padrao heterozigoto e
um, homozigoto para a mutagao.

DISCUSSAO

O fator de risco mais comum para trombose arterial e venosa
¢é a resisténcia a proteina C ativada devida a mutagéo do fator
Vo709, fator V de Leiden, que leva a um risco de trombose venosa
2 a 7 vezes maior entre heterozigotos e 20 a 80 vezes maior em
homozigotos 22

Embora muitos trabalhos sugiram o fator V de Leiden como potencie
causador da doenga de Legg-Calvé-Perthes'? 124 alguns estudo:
nao demonstram relagao entre a doenga e a trombofilia.’*2° Os re
sultados de Hayek et al.?' ndo implicam a trombofilia na patogénest
da doenca de Perthes (4.83% em pacientes, 10% em controles)
Do mesmo modo, o estudo de Franco et al."® nao corrobora a as
sociagao entre o fator V de Leiden e LCP (razéo de chance: 1.36
intervalo de confianga de 95%: 0.32-5.84).

A prevaléncia do fator V de Leiden nos pacientes analisados neste
estudo (30%) é maior que a previamente descrita. Arruda et al.’
relata a presenga da mutacao em 4.9% dos pacientes com LCP n¢
estado de Sao Paulo, Brasil (0.7% em controles; p = 0.03). Eldridge
et al." descrevem uma prevaléncia de 9% entre os pacientes (5%
em controles; razao de chance de 1.8), enquanto Glueck et al.!
indicam uma prevaléncia de 12.5% em pacientes e 1% no grupc
controle. A prevaléncia da mutagéo encontrada na nossa popula
cao controle (1,87% vs. 0,7%) é semelhante a descrita no estudc
brasileiro de Arruda et al.?®

De particular interesse é o estudo de Balasa et al."', comparandc
72 pacientes com 197 controles sadios. A mutagao do fator V fo
mais comum em pacientes (11%) que em controles (5%, p=0,017)
Arazao de chance para o desenvolvimento da doenca na presenc:
da mutacéo foi de 3.39, demonstrando uma associagao entre ¢
fator V de Leiden e a doenca de Perthes.

Neste estudo, 20 criancas com LCP foram analisadas. A mutagac
foi encontrada em seis de vinte pacientes e quatro de 214 contro
les (OR 22.5; p<0.05; Teste Exato de Fisher). Embora o pequent
numero de pacientes ndo nos permita estabelecer a prevalénci:
do fator V de Leiden entre os pacientes com a doenca, estes
resultados revelam uma associagao entre a mutagao e LCP. Par:
fins de ilustragao, se os cinqlenta pacientes originalmente preten
didos tivessem sido analisados e nenhuma outra mutagao fosst
identificada além das seis demonstradas, uma OR de 6.81 aind:
indicaria uma correlacao.

Outra limitagdo que pode ser argumentada é o fato de ndo have
criangas na populagao controle. Uma vez que a prevaléncia trom
bofilias hereditérias como o fator V de Leiden ndo se altera durante
a vida, foi possivel estimar a razao de chance considerando comc
grupo controle 214 individuos adultos sadios sem passado de
eventos trombdticos, representativos da populacéo local,

Por fim, o estudo de Szepesi et al.™ sugere que a mutagao do fato
Vinfluencia negativamente o curso da doenga, particularmente en
individuos homozigotos. Entre 47 pacientes com diagnostico d
Legg-Calvé-Perthes, quatro eram homozigotos e apresentavan
uma forma mais severa de LCP No presente estudo, entre o
pacientes mutados apenas um apresentou 0 padrao homozigoto
Portanto, conclusdes quanto a associagao entre homozigozidad
e severidade da doenca ndo podem ser inferidas.

CONCLUSAO

Apesar do pequeno nimero de pacientes, este estudo indica que
na nossa populagao, o fator V de Leiden pode estar associad
com o desenvolvimento da doenga de Legg-Calvé-Perthes. Em
bora estes resultados nao possam ser considerados o risco real
eles indicam a importancia deste fator na patogenia da doenc:
de Perthes em nossa regiéo. Estudos adicionais s&o necessarios
para quantificar essa associagao.
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