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Resumo Objetivo Testar um modelo experimental para necrose isquémica da cabeca femoral na
doenca de Legg-Calvé-Perthes avaliando a marcha, exames de imagens e morfohistologia.
Métodos Operaram-se 11 leitdes. Induziu-se a necrose por cerclagem no colo femoral
direito. Dividiram-se os leitdes em grupo A com 8 animais, sacrificando-se dois na 22, 42,
62 e 82 semanas, respectivamente; e grupo B, com 2 animais (sham), submetidos ao

Palavras-chave procedimento cirtirgico sem a cerclagem do colo femoral direito. A classificacao da
= necrose da cabeca do marcha utilizada foi a de Etterlin. Os fémures congelados foram submetidos a
féemur radiografia digital e tomografia computadorizada. Mediram-se a altura e largura da
= isquemia epifise e o coeficiente epifisario nos tempos de estudo. Realizou-se, microscopia de luze
= doenca de Legg- imunohistoquimica com TGF-B1.
Calvé-Perthes Resultados Um animal morreu por sepse no grupo A. Neste grupo, observou-se
= modelos animais claudicacdo em todos os animais. Na radiografia digital e tomografia computadorizada

Trabalho desenvolvido no Hospital Veterindrio da Universidade
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(exames de microscopia de luz); no Instituto de Radiologia
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observaram-se: esclerose 6ssea, alargamento do colo femoral direito, achatamento,
colapso e fragmentacdo da cabeca femoral direita. Todos os valores da altura da epifise
e coeficiente epifisario da cabeca femoral direita foram menores que os contralaterais,
nos quais observaram-se condrécitos desordenados e separados por lacunas. Obser-
vou-se reducdo da expressdo do TGF-f1 com 2 e 6 semanas nas cabecas femorais
direitas e nas esquerdas com oito. No grupo B, ndo ocorreram sinais de necrose e a
marcha foi normal.

Conclusées O modelo apresentado reproduziu a necrose macroscopicamente, na
radiografia digital, tomografia computadorizada e microscopia. A avaliacao da marcha
demonstrou boa correlacdo com os demais achados de isquemia.

Nivel de Evidéncia V. Estudos diagnésticos.

Abstract Objective Testing an experimental model for ischemic necrosis of the femoral head in
Legg-Calvé-Perthes disease by evaluating gait, imaging and morphohistology.
Methods The operation was done in 11 piglets. Necrosis by cerclage in the right
femoral neck was induced. Piglets were divided into group A, with 8 animals,
euthanizing two in the 2™, 4™, 6%, and 8" weeks, respectively; and group B, with
2 animals (sham), submitted to the surgical procedure without cerclage of the right
femoral neck. The gait classification used was that of Etterlin. The frozen femurs were
submitted to digital radiography and computed tomography. The height and width of
the epiphysis and epiphysary coefficient were measured at study times. Light
microscopy and immunohistochemistry with TGF-B1 were performed.

Results Oneanimal died of sepsis in Group A. In this group, claudication was observed
in all animals. On digital radiography and computed tomography, bone sclerosis,
enlargement of the right femoral neck, flattening, collapse, and fragmentation of the
right femoral head were observed. All epiphysis height and epiphysary coefficient
values of the right femoral head were lower than the contralateral ones, in which were
observed chondrocytes disordered and separated by gaps. A reduction in TGF-B1
expression was observed at 2 and 6 weeks in the right femoral head and at eight in the
left. In group B, there were no signs of necrosis and gait was normal.

Conclusions The model presented reproduced macroscopic necrosis on digital
radiography, computed tomography, and microscopy. Gait evaluation showed a
good correlation with other ischemia findings.

Level of Evidence V. Diagnostic studies.
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Introducao Material e Métodos

A doenga de Legg-Calvé-Perthes (DLCP)'+? acomete criancas
causando sequelas na articulacdo do quadril. Ndo ha um
tratamento para interromper a deformidade progressiva da
cabeca femoral (CF). A escassez de material humano para o
estudo da DLCP torna necessario o uso de modelos experi-
mentais com animais.>~'0

Entre os paises emergentes, apenas a Argentina possui um
estudo publicado nessa area."°

Nosso objetivo é padronizar um modelo experimental
de necrose isquémica da cabeca femoral (NICF) para o
estudo da DLCP factivel no Brasil. Também, propdem-se
introduzir os testes de avaliacdo da marcha para andlise
funcional.'-18
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Este trabalho foi aprovado sob o processo da Comissdo de
Etica no Uso de Animais da nossa instituicdo.

Amostra

Escolheu-se a amostra de acordo com a literatura,'' 2% sob
orientagdo da Comissdo de Etica. Os leitdes foram divididos
em dois grupos: grupo A, com 8 animais, dos quais foram
sacrificados 2 animais na 2% 4% 6® e 8 semanas apés a
inducdo cirdrgica da necrose, respectivamente; grupo B
com dois animais submetidos ao procedimento cirtrgico
sem realizar a cerclagem do colo femoral direito (COLFD),
para comprova-la como fator indutor da NICF (sham). Os
leitdes deste grupo foram sacrificados na 6* semana, pois a
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Fig. 1 (A) Descricio dos parametros da via de acesso. Via de acesso posterior (seta preta). Apice do trocanter maior (seta branca). (B) Via de
acesso: planos profundos. Afastamento do musculo gliteo médio com um Farabeuf (seta branca maior). Identificacdo da cabeca femoral (seta
branca menor). Realizacdo de capsulotomia (seta preta maior). Identificacdo do ligamento redondo (seta preta menor).

deformidade da CF é mais evidente a partir deste periodo de
isquemia.11

Operaram-se onze leitdes, hibridos comerciais (cruza-
mento das racas Large White e Landrace), machos, pesando
entre 4 e 6 kg, idade de 3 a 4 semanas. No grupo A, um leitdo
foi retirado do estudo devido a 6bito p6s-operatério por
sepse e substituido. O substituto foi sacrificado na 4? semana
ap6s a cirurgia.

Técnica Cirdrgica

0 modelo anestésico utilizou acepromazina via intravenosa
(IV). Aplicou-se, em seguida, cloridrato de cetamina asso-
ciado ao diazepam, também via IV. Aplicou-se lidocaina 2%
via epidural lombossacra.

O mesmo cirurgido realizou todos os procedimentos no
centro cirdrgico. O fémur operado foi o direito utilizando-se
o esquerdo como controle. Posicionou-se o leitdo em deca-
bito lateral esquerdo. Utilizou-se a via de acesso posterior,
usando o trocanter maior como parametro (~Fig. 1A). Rea-
lizou-se a dissec¢do por planos com incisio do mdsculo
gliteo maximo e afastamento do muasculo gliteo médio
para exposicdo da capsula; a seguir, capsulotomia e tragdo
longitudinal para a luxag¢do do quadril e sec¢do do ligamento
redondo (=Fig. 1B), para evitar irrigacdo pela artéria do
ligamento redondo. O procedimento anteriormente descrito
foi realizado nos grupos A e B. Apenas no grupo A foi
realizada cerclagem dupla sobre COLFD com fio Prolene 2
Ethicon (Ethicon Inc., Raritan, Nova Jersey, EUA) utilizando-
se um “passa fios” para induzir a NICF (~Figs. 2A e 2B).
Procedeu-se ao fechamento por planos, utilizando-se o fio
Mononylon 2.0 Ethicon nos dois grupos.

Aplicou-se o tramadol e o anti-inflamatério flunixim
meglumine por via intramuscular para analgesia.

Utilizou-se a penicilina benzatina, também por via
intramuscular.

Avaliacao da Marcha

Os leitdes foram observados deambulando, no momento
anterior a realizacdo da anestesia, em superficie plana. As
alteracdes de marcha foram comparadas nos grupos A e B
(sham), nos diversos tempos de estudo, a fim de se verificar a
correlacdo das imagens de NICF com a presenca de claudi-
cacdo. Utilizou-se a classificacdo de marcha proposta por
Etterlin et al.?' para porcos, que varia de 0 a 3, sendo o grau 0:

Fig. 2 (A) Passagem de dois fios Prolene 2 Ethicon (seta branca) em
torno do colo femoral com um instrumento “passa-fios” (seta preta).
(B) Realizagdo de cerclagem dupla em torno do colo femoral com fios
Prolene 2 Ethicon.

normal; grau 1: marcha irregular com encurtamento do
passo e carga desigual em um ou mais membros; grau 2:
claudica¢cdo moderada com desvio evidente da carga de um
ou mais membros e dificuldade clara de deambulagdo; e grau
3: claudicagdo severa sem apoio no membro afetado ou
incapacidade de marcha.

Exames de Imagem

Imediatamente ap6s o sacrificio do animal, dissecaram-se e
armazenaram-se os fémures em refrigerador doméstico
comum a temperatura média de -20°C.

Em ambos os grupos se realizaram a radiografia digital
(RD) na incidéncia anteroposterior e a tomografia computa-
dorizada (TC) nos cortes frontal, axial e tridimensional (3D)
em todas as cabecas femorais inteiras. A CF esquerda foi
usada como controle. Utilizou-se o aparelho de radiografia
RD Toshiba modelo 12M 500MAS (Minato, T6quio, Japao) e o
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Fig. 3 Descricdo da cabeca femoral do leitdo imaturo. Corte frontal
da cabeca femoral no ponto médio. Centro de ossificagao secundario
(COS) circundado pela cartilagem epifisaria (CE). Placa de crescimento
(PC) localizada entre CE e COS. Fise metafisaria (FM) localizada na base
do COS. Metéfise (M) do fémur proximal, localizada abaixo da FM.

tomoégrafo da GE modelo Hispeed Dual (General Electric
Company, Boston, Massachusetts, USA).

Descricao da Cabeca Femoral
A CF normal do leitdo imaturo divide-se em (~Fig. 3):

- Centro de ossificagdo secundaria (COS) com formato
semiesférico;

- Cartilagem epifisaria (CE) contornando o COS;

- Placa de crescimento (PC) que fica entre a CE e o centro
de COS, responsavel pelo crescimento circunferencial;

- Fise metafisaria (FM) que cobre toda a metafise proxi-
mal, sendo responsavel pelo crescimento longitudinal da
porcdo proximal do fémur.

Descricao das Medidas Utilizadas na CF

Ap6s a realizagdo dos exames de imagem, cortaram-se 0s
fémures no seu 1/3 proximal, na regido central no plano
frontal utilizando serra cirdrgica a nitrogénio. Imediata-
mente, mediram-se a altura e a largura da epifise na pega
seccionada em centimetros. Mediu-se a altura (A) do
apice da superficie articular até o ponto médio da fise
metafisaria. Mediu-se a largura (D) do ponto maximo
medial ao maximo lateral na transi¢do cabeca-fise meta-
fisaria. Calcularam-se os coeficientes epifisarios (COE)
por meio da razdo entre A e D; os quais indicam o
prognéstico da DLCP. A diminui¢do dos valores do COE
indica piora no prognéstico.?2-2* (~Fig. 4).

Microscopia de Luz

As laminas foram coradas em hematoxilina eosina (HE)
para avaliar as altera¢des na PC. Analisou-se por micros-
copia de luz (ML) com ampliag¢des de 40, 100, 140, 240 e
340 vezes.

Analise Imunohistoquimica

Em todas as laminas, foram aplicados anticorpos primarios
Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1, 1:300, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA).
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Fig. 4 Descricdo da altura e largura da epifise e do coeficiente epifisario
(COE). A altura da epifise é representada pela seta fechada (A). A largura da
epifise é representada pela seta pontilhada (D). O COE é calculado pelarazao
entre AeD.

Analise Estatistica
As descri¢es incluidas para as varidveis categdricas
foram: calculo de frequéncia e respectivo percentual; e
para as varidveis escalares: cdlculo de média e respectivo
desvio padrdo, maximo, minimo e percentis (25%, mediana
- 50%, e 75%). Aplicou-se o Teste dos Postos Sinalizados de
Wilcoxon, para verificacdo de possiveis diferencgas entre
ambos os lados, em cada grupo estudado, para as variaveis
de interesse (A, D e COE) com nivel de significincia
p=0,050.

Compararam-se os resultados da imunoexpressao do TGF-
B1 dois a dois, ou seja, o lado direito contra o esquerdo, nos
determinados tempos de estudo. Utilizou-se o teste-t de
Student, com nivel de significancia p =0,050.

Resultados

Houve um 6bito por sepse no segundo dia no grupo A, sendo
reposto, totalizando 11 animais no experimento.

Na avaliagdo da marcha, todos os leitdes do grupo A
apresentaram claudica¢do moderada com dificuldade clara
de deambulagdo (grau 2 de Etterlin et al.>'). No grupo B, os
leitdes apresentaram marcha normal. No grupo A, nos exa-
mes RD e TC (~Figs. 5 e 6 e =Tabela 1) e na avaliacdo
macroscépica (~Fig. 7 e =Tabela 2), todas as CFs direitas
apresentaram alterac¢des caracteristicas de NICF. No grupo B,
ndo se observaram alteragdes (~Fig. 8).

No grupo A, todos os leitdes apresentaram valores da
altura da epifise da CF direita e do COE menores que os da CF
esquerda. Neste grupo, a largura da epifise femoral direita foi
maior que a da esquerda em 7 leitdes (87,5%). As medidas da
altura e largura da epifise e do COE das CFs direitas e
esquerdas apresentaram uma diferenca estatisticamente
significante (p < 0,050) (=Tabela 3).

No grupo B ndo foram observadas diferencas de medidas
entre os lados das CFs direitas e esquerdas (p>=0,050)
(=Tabela 2).

Ndo houve desenvolvimento de NICF direita no grupo B;
consequentemente, os valores do COE mantiveram-se iguais

Vol. 58 No. 5/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.



TC
CORONAL

TC
AXIAL

TC3D

Padronizacao de modelo animal para necrose da cabeca femoral

6 SEMANAS
DIREITO

ESQUERDO

DIREITO

Miashiro et al.

8 SEMANAS
ESQUERDO

Fig.5 Radiografia digital (RD) e tomografia computadorizada (TC) do
1/3 proximal dos fémures direito e esquerdo de leitdo sacrificado apos
6 semanas da inducdo isquémica. Foi observado um colapso total e

fragmentacgdo da cabeca femoral (CF) direito na RD e TC, com perda
do formato semiesférico. Observou-se um grande alargamento do colo
femoral (setas). O colapso e a fragmentacao foram detalhados na TG3D.

Fig. 6 Radiografiadigital (RD) e tomografia computadorizada (TC) do
1/3 proximal dos fémures direito e esquerdo de leitdo sacrificado apos
8 semanas da indugdo isquémica. Na RD e TC foram observados uma
perda do formato semiesférico e achatamento da cabeca femoral (CF)
direita e areas escleréticas sugestivas de necrose da cabeca do fémur
(setas).

Tabela 1 Descricdes das alterag6es encontradas nas CFs direitas na RD e TC nos determinados tempos de estudo nos grupos A e B

Grupo A Radiografia Digital TC Coronal e Axial TC 3D
2 semanas | Achatamento discreto da CF Achatamento discreto da CF Achatamento discreto da CF
Presenca de areas escleroticas,
sugestivas de NICF
- Alargamento do
COLFD
4 semanas | Perda do formato semiesférico da Perda do formato semiesférico da Perda do formato semiesférico da
CF direita e presenca de areas de CF direita e presenca de areas de CF direita e presenca de areas de
depressdo da superficie articular depressdo da superficie articular depressdo da
superficie articular
6 semanas | Colapso total e fragmentacdo da CF | Colapso total e fragmentacdo da CF | Colapso total e fragmentacao da CF
direita com perda do formato direita com perda do formato direita com perda do formato
semiesférico e grande alargamento | semiesférico e grande alargamento | semiesférico e grande alargamento
do colo femoral do colo femoral do
colo femoral
8 semanas | Perda do formato semiesférigo e Perda do formato semiesférigo e Perda do formato semiesférico e
achatamento da CF direita. Areas achatamento da CF direita. Areas achatamento da CF direita.
escleréticas sugestivas escleréticas sugestivas
de NICF de NICF
Grupo B Radiografia digital TC Coronal e Axial TC3D
6 semanas | Sem alteracoes Sem alteragGes Sem alteragGes

Abbreviations: CF, cabeca femoral; COLFD, colo femoral direito; NICF, necrose isquémica da cabeca femoral; RD, radiografia digital; TC, tomografia
computadorizada.

Rev Bras Ortop  Vol. 58 No. 5/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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ESQUERDO

DIREITO i i

Fig. 7 (A) Fotografia das cabecas femorais (CFs) direita e esquerda do leitdo sacrificado apds 6 semanas de isquemia. Observa-se o achatamento
da cabeca femoral direita e a cerclagem justa ao colo femoral (Seta preta). (B) Fotografia de corte frontal das cabegas femorais (CFs) do leitdo
sacrificado ap6s 6 semanas de isquemia. A cabeca femoral (CF) direita apresenta altura (A) menor e largura (D) maior que o lado esquerdo

controle. O centro de ossificacdo secundério (COS) da CF direita estd deformado e diminuido. Observa-se a perda do formato semiesférico do
COS. (C) Fotografia do corte frontal das CFs do leitdo sacrificado apds 8 semanas de isquemia. A CF direita apresenta A menor e D maior que o lado
esquerdo controle. (D) Fotografia do corte frontal das CFs do leitdo sacrificado ap6s 8 semanas de isquemia. A cartilagem epifisaria (CE) do lado

direito é mais espessa que a CE do lado esquerdo.

Tabela 2 Descricoes das alteracGes encontradas nas CFs
direitas na anélise macroscdpica das pecas anatémicas nos
gruposAeB

Grupo A | Andlise macroscopica
2 semanas | Alargamento do COLFD
4 semanas | Achatamento da CF e alargamento do
COLFD
6 semanas | Colapso total da CF e alargamento do COLFD
Aumento da espessura da CE
8 semanas | Achatamento da CF
Aumento da espessura da CE
Grupo B Analise macroscopica
6 semanas | Sem alteracGes

Abreviacdes: CE, cartilagem epifisaria; CF, cabega femoral; COLFD, colo
femoral direito.

dos dois lados. Isto corrobora que o fator indutor da necrose é
a cerclagem do COLFD (=Tabela 2).

Na avaliacdo histolégica por ML, nas CFs direitas dos
leitdes do grupo A, ocorreram condrdcitos dispostos de
forma desorganizada e separados por lacunas. Ndo houve
uma nitida separacdo entre as camadas da fise. Nas CFs
esquerdas observou-se um aspecto normal, ou seja, organi-
zacdo dos condrécitos em colunas e visivel divisdo entre as
camadas da fise: zonas proliferativa, hipertréfica e de calci-
ficagdo. No grupo B, observou-se o mesmo aspecto normal,

Rev Bras Ortop

GRUPOB
DIREITO ESQUERDO
RD

TC
CORONAL

TC

AXIAL
TC 3D

Fig. 8 Radiografia digital (RD) e tomografia computadorizada (TC) do 1/3
proximal dos fémures direito e esquerdo de leitdo do grupo B. As cabegas
femorais (CFs) direitas ndo apresentaram diferengas comparadas as CFs
esquerdas controle, sem sinais radiograficos de necrose isquémica da
cabeca femoral (NICF), permanecendo semiesféricas sem dreas de depressdo
e esclerose.

Vol. 58 No. 5/2023 © 2023. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Tabela 3 Descricdo das medidas de altura e largura da epifise em centimetros e coeficiente epifisario das CFs nos momentos ap6s a

isquemia
Grupo Tempo Medidas (CM) Leitao 1 Leitao 2
de estudo
A 2 semanas Lado Lado
DI E DI E
A 0.8 1,0 1,0 1,1
D 1,7 1,6 1,6 1,6
COE 0,5 0,6 0,6 0,7
4 semanas A 1,0 1,2 1,0 1,1
D 1,9 1,8 2,0 1,9
COE 0,5 0,7 0,5 0,6
6 semanas A 0,9 1,0 0,4 1,2
D 2,0 1,9 1,9 1,8
COE 0.4 0,5 0,2 0,7
A 0,9 1,1 1,0 1,2
8 semanas D 2,2 1,9 2,3 2,1
COE 0,4 0,6 0,4 0,6
B 6 semanas A 1,0 1,0 1,0 1,0
D 1,9 1,9 1,9 1,9
COE 0,5 0,5 0,5 0,5

AbreviagGes: A, altura; CF, cabeca femoral; COE, coeficiente epifisdrio; D, largura; DI, direito; E, esquerdo; cm, centimetros.

descrito anteriormente, nas CFs direitas e esquerdas (~Fig. 9
e =Tabela 3).

Na avalia¢do por reacdo imunohistoquimica no grupo A,
observou-se uma diminui¢do da expressdo do TGF-B1 nas
laminas das CFs direitas com 2 e 6 semanas de isquemia e nas
CFs esquerdas com oito semanas de isquemia.

No grupo B, ndo houve diferenca na expressao do TGF-$1
entre as CFs direitas e esquerdas (p> =0,050) (~Fig. 10).

Discussao

0 modelo proposto utilizando pecas 6sseas congeladas pro-
porcionou alteragdes da NICF na RD, TC, macroscopia, histo-
logia e na marcha.

Em todas as cirurgias, na disseccdo, observou-se a pre-
senca da cerclagem ainda justa no COLFD, confirmando-a
como o fator indutor da necrose.

Apesar de a ressondncia magnética nuclear (RMN)
ser o exame de maior sensibilidade para o diagnéstico da
NICE,'2 a TC®922:25 @ 3 RD10-12.15.18,26-28 qamgnstram as
mesmas altera¢des. Similarmente, neste estudo com pecas
congeladas, observaram-se: diminui¢do e aumento, respec-
tivamente, da altura e largura da epifise femoral, assim como
achatamento, colapso e fragmentagdo da CF. Tudo isso com
custo menor.

Considerando que a realiza¢dao da TC e RMN é limitada a
pouquissimos hospitais veterinarios e o uso dos laboratérios
de humanos por animais é proibida pelas normas da Vigi-
lancia Sanitaria, a dissec¢do e o congelamento dos fémures

9,10,13

possibilitaram a realiza¢do dos exames destas pecas anato-
micas nestes laboratoérios.

Arealizacdo da RMN em fémures dissecados é mais dificil,
pois necessita da presenca de partes moles, ou seja, o animal
todo deveria ser examinado e anestesiado. Ja4 RD e TC
puderam ser realizadas em ossos dissecados.

Assim, dissecaram-se e congelaram-se os fémures, e os
exames de imagem foram realizados por um laboratério
colaborador na disponibilidade de vagas.

Observou-se que este método de armazenamento pode
diminuir custos, ndo prejudica a qualidade dos exames e
ainda possibilita sua realizacdo em data programada, de
acordo com a possibilidade do atendimento. Este recurso
permite o uso da RD e da TC mesmo sem té-las em seu
servico.

Kimetal.,' ' em 2001, fizeram radiografias de cortes frontais
com espessura de 3mm com serra de diamante para melhor
definicdo da imagem. Ndo possuimos o material necessario para
realizacdo de cortes milimétricos, portanto a CF inteira foi
radiografada. Apesar disso, observaram-se sinais de necrose
da CF com apenas duas semanas da cerclagem do COLFD, e, apos
seis semanas, a fragmentacdo e colapso da CF, da mesma forma
que os autores acima. Além disso, a TG-3D, também possibilitou
a visibilizagdo das lesdes em maiores detalhes, verificando-se
também que o congelamento ndo prejudicou o método nem os
resultados da ML. Ocorreram lacunas separando os condrocitos
desorganizados e perdendo a sua disposicdo em colunas, sem a
identificacdo clara das zonas proliferativa, hipertréfica e de
calcificagdo, caracterizando assim as areas de necrose.

1‘11
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Fig.9 Fotografia das placas de crescimento (PC) dos fémures de leitdes sacrificados apds 6 semanas de cirurgia. Fotomicrografiaem aumento de
100 vezes das placas de crescimento dos fémures de leitdes sacrificados apds 6 semanas de cirurgia. (A) No grupo A, na PC da cabega femoral (CF)
direita identificou-se a presenca de condrécitos agrupados de maneira desorganizada (seta branca) e separados por grandes lacunas vazias. (B)
nas PCs das CFs esquerdas (controle) foram observados condrécitos bem-organizados em colunas dispostas paralelamente (setas vermelhas). As
zonas proliferativa, hipertréfica e de calcificacdo estao nitidamente divididas e visiveis. Observou-se presenca de proliferagdo vascular na zona de
calcificacdo (setas pretas). (C. e D). No Grupo B, as placas de crescimento das CFs direita e esquerda ndo apresentaram diferencas. Aspecto

normal, apresentando as zonas de proliferacdo, hipertréfica e calcificacdo claramente identificadas e condrdcitos organizados em colunas (setas

vermelhas).

O COE das cabecas femorais direitas do grupo A foram
menores que o COE do lado contralateral, demonstrando o
achatamento da CF pela necrose, e quanto menor o COE,
maior a deformidade e pior o prognéstico.'®22~24 Entretanto,
a maior deformidade foi observada com seis semanas de
isquemia e ndo com oito. Uma possivel explicacdo seria que

TGF-B1IHC score

CE CD 2SE 2SD 4SE 4SD 6SE 6SD 8SE 8SD

Fig. 10 Descricao da expressao do TGF- 1 nas cabecas femorais (CFs)
de acordo com o tempo de isquemia. As colunas indicam a expressio
do TGF-B1. CE: CFs esquerdas do grupo B. CD: CFs direitas do grupo B.
2SE: CFs esquerdas dos leitdes sacrificados com 2 semanas. 2SD: CFs
direitas dos leitdes sacrificados com 2 semanas. 4SE: CFs esquerdas
dos leitdes sacrificados com 4 semanas. 4SD: CFs direitas dos leitoes
sacrificados com 4 semanas. 6SE: CFs esquerdas dos leitoes sacrificados
com 6 semanas. 6SD: CFs direitas dos leitdes sacrificados com 6 semanas.
8SE: CFs esquerdas dos leitdes sacrificados com 8 semanas. 8SD: CFs direitas
dos leitbes sacrificados com 8 semanas. O teste utilizado foi o t de Student,
nivel de significdncia p = 0,050.
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na DLCP, quanto maior o tempo de evolucao, pior a deformi-
dade da CF, com o colapso da CF variando diretamente com a
quantidade de carga de peso sobre a articulagdo.

Kim et al.22 demonstraram, em modelo suino, que a carga
do peso sobre o quadril piora o prognéstico da doenga.
Nossos leitdes ficaram alojados com movimentacao livre,
portanto a quantidade de carga no membro isquemiado foi
dependente do grau de atividade voluntaria de cada cobaia.
Um grau de atividade maior no leitio com 6 semanas de
isquemia poderia justificar a maior deformidade. Também
Etterlin et al.%! avaliando a marcha de leitdes com artrose,
observaram que leitdes mais ativos tinham padrdo de mar-
cha melhor que inativos, mesmo com alteragdes graves nas
articulagdes, atribuindo isso @ musculatura mais desenvol-
vida pelo exercicio. Assim, uma cobaia mais ativa deambula
mais, impde mais carga a articulacdo, deformando mais
acentuadamente a CF.

Outra hipétese seria de que as cabecgas femorais com oito
semanas de isquemia tivessem desenvolvido uma neocircu-
lagdo, porém isso é improvavel, pois no processo de repara-
¢do da NICF, surgiram ntcleos de ossificacdo secundarios
acessérios que promoveram o crescimento desordenado e
irregular que deram o aspecto de fragmentacdo nas radio-
grafias.! Talvez um maior tempo de estudo, com movimen-
tacdo controlada e maior niimero de cobaias poderia ajudar a
esclarecer esses achados.
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Com frequencia, a evolu¢do de NICF é artrose, causando
prejuizo funcional desta articulagio’ e, consequentemente,
claudicagdo. Ndo ha modelos experimentais utilizando a
avaliacdo funcional da marcha em estudos de DLCP. Neste
estudo pdde-se estudar a marcha e constatar alteracdes bem
evidentes, sem a necessidade de instrumentos sofisticados
que pudessem dificultar a realiza¢do da avalia¢do funcional.
Santangelo et al.,>® em 2014, utilizaram uma raga de porco-
da-India que desenvolvem espontaneamente artrose de joe-
lhos para testar os efeitos do flunixin meglumine. Os autores
utilizaram uma plataforma de marcha computadorizada e
observaram uma melhora no padrdo de marcha dos animais
utilizando o medicamento.

Assim, um modelo experimental suino com a avaliacdo
funcional da marcha efetiva e de baixo custo, pode ser um
advento para testar novas drogas para a NICF, possibilitando
associar os efeitos do tratamento nos exames morfol6gicos
e bioquimicos com as altera¢des clinicas funcionais da
marcha.

A técnica cirtirgica foi a descrita por Kim et al,,'" em 2001,
quando esses autores obtiveram 4 insucessos em 18 leitdes,
dos quais 1 leitdo desenvolveu artrite séptica e 3 ndo
desenvolveram necrose por falha da técnica cirdrgica na
cerclagem. Em nosso experimento com 11 leitdes, houve
apenas um O6bito por sepse, com sucesso no processo de
isquemia em todas as cobaias. Ndo se encontra na literatura
uma demonstra¢do aprofundada dos passos cirargicos com
imagens suficientemente detalhadas.

Acredita-se que o nosso resultado possa ser justificado
pelas cirurgias realizadas pelo mesmo cirurgido experiente,
um especialista em cirurgia de quadril. Apesar de dispormos
de um centro cirdrgico simples, com condi¢des minimas,
observou-se que essas condi¢Oes estruturais ndo foram
limitantes. E considera-se que o principal fator para o éxito
do procedimento é o conhecimento técnico.

E nossa opinido que o conhececimento minucioso da
anatomia regional e a técnica cirlirgica sdo necessarios,
sendo também fundamental realizar o treinamento em
cadaveres para adquirir habilidade. A avalia¢do e o confina-
mento pré-operatério, bem como os cuidados veterinarios
p6s-operatérios também podem evitar as perdas.

O TGF-f1, pois, pode ser usado como medida indireta do
dano e alteracdo imune desencadeada pela NICF por estar
envolvido na regeneracio 6ssea.>”

Tao et al.3! em 2017, observaram uma diminuicdo da
expressdo do TGF-B1 em cabecas femorais com necrose
isquémica, retiradas de pacientes submetidos a artroplastia
total de quadril por este motivo.

Neste estudo, ndo se encontrou uma diminui¢do da
expressdo do TGF-B1 em todas as cabegas femorais direitas
do grupo A, apesar de as alteragdes macroscopicas, micros-
copicas, sinais radiograficos e clinicos da NICF terem sido
identificados. Este achado pode estar relacionado com o
pequeno ndmero de laminas realizadas, limitado pela
necessidade da peca para outros testes. Para experimentos
futuros, sugere-se destinar metade da CF seccionada para o
exame de imunohistoquimica e a outra metade para a
analise macroscépica e histolégica. Assim, seria possivel

Miashiro et al.

utilizar fragmentos maiores com quantidade maior de
tecido 6sseo. Um maior nimero de cobaias possibilitara
maiores conclusoes.

Conclusoes

As alteragdes da CF na DLCP foram reproduzidas na analise
macroscoépica, RD, TC e ML.

A avaliagdao da marcha demonstrou boa correlagao com as
alteracdes macroscépicas e exames de imagem.
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