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Resumo

RESUMO

Gorios Filho A. Estudo do modelo experimental de indugcao da necrose isquémica
da cabeca femoral em crescimento [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2021.

INTRODUCAO: Na tentativa de compreender melhor a etiologia da necrose da
cabeca femoral, existe uma diversidade de modelos experimentais tanto no que
diz respeito a variedade das espécies, nas quais é induzida a necrose, como nas
técnicas operatorias utilizadas para o tratamento. OBJETIVOS: Este trabalho
tem fundamentalmente dois objetivos: a revisdo da literatura concernente aos
modelos experimentais da necrose avascular da cabega do fémur em
crescimento e demonstrar a reprodutibilidade do modelo experimental do suino
por meio de um estudo piloto. METODOS: Foi realizada uma revis&o bibliogréafica
descrevendo as tentativas ao longo do tempo em buscar qual seria a melhor
espécie e técnica para inducao que reproduzisse a necrose isquémica da cabeca
do fémur em crescimento nos humanos. Simultaneamente foi feito um estudo
piloto para verificar a replicacdo da inducdo na espécie suina, o espécime que
possui mais similaridades com o quadril humano. A analise metodoldgica do
piloto consiste na radiologia convencional e verificacdo das possiveis alteracdes
anatomo patolégicas. RESULTADOS: Nos exames por imagem; foram
observadas sub-luxacgéo lateral da cabega do fémur e aparéncia triangular da
cabeca caracterizando o achatamento da mesma; no exame macroscopico,
identificamos o0 achatamento da cabeca femoral com alargamento e
encurtamento do colo; na histologia identificamos a proliferacado da cartilagem
articular com presenca de tecido regenerativo vascular de granulagcdo, com
osteoclastos e tecido fibrocartilaginoso na regido metafisaria do colo femoral.
CONCLUSAO: Podemos inferir que o modelo experimental suino pode servir
como uma ferramenta valiosa para a reprodutibilidade das alteracbes anatomo
patolégicas da necrose isquémica da cabeca femoral em crescimento. O modelo
€ reprodutivel e factivel, servindo para estudos futuros sobre a anatomo
patologia da necrose da cabeca do fémur em crescimento.

Descritores: Necrose da cabeca do fémur/etiologia; Cabeca do
fémur/crescimento & desenvolvimento; Isquemia/ diagndstico por imagem;
Porco miniatura; Modelos animais; Doenca de Legg-Calve-Perthes.
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Abstract

ABSTRACT

Gorios Filho A. Experimental model of ischemic necrosis induction of the growing
femoral head [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: To better understand the necrosis of the femoral head
etiology, there is a diversity of experimental models both in terms of the species
variety in which necrosis is induced and in the operative techniques used for
treatment. OBJECTIVE: This study has two main objectives: to review the
literature concerning experimental models of avascular necrosis of the growing
femoral head and demonstrate the experimental pig model's reproducibility
through a pilot study. METHODS: A bibliographic review was conducted
describing the attempts over time to find the best species and technique for
induction that would reproduce ischemic necrosis of the growing femoral head in
humans. Simultaneously, a pilot study was performed to verify the replication of
induction in pigs, the specimen that has more similarities with the human hip. The
pilot's methodological analysis consists of conventional radiology and verification
of possible anatomical, pathological changes. RESULTS: In imaging exams;
lateral sub-dislocation of the femur head and triangular appearance of the head
were observed, characterizing its flattening; in macroscopic examination, the
femoral head flattening with femoral neck widening and shortening was identified,;
in histology, the proliferation of articular cartilage with the presence of vascular
granulation regenerative tissue, with osteoclasts and fibrocartilaginous tissue in
the metaphyseal femoral neck region was identified. CONCLUSION: The
experimental pig model can be used as a valuable tool for the reproducibility of
anatomical, pathological changes in ischemic necrosis of the growing femoral
head. The model is reproducible and feasible and can be beneficial for future
studies on the anatomical pathology of necrosis of the growing femoral head

Descriptors: Femur head necrosis/etiology; Femur head/ growth &
development; Ischemia/ diagnostic imaging; Swine, miniature; Models, animal,
Legg-Calve-Perthes disease.
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Introducgéo

1 INTRODUCAO

A necrose avascular da cabeca do fémur € uma doenca ortopédica que
guando afeta o quadril da crianca em crescimento € denominada doenca de
Legg Calvé Perthes (DLCP), pelo fato de ter sido relatada quase que
simultaneamente em 1910 por A. Legg, J. Calvé e G. Perthes (Legg, 1910;
Calvé, 1910; Perthes, 1910; Kim e Su, 2002).

Os autores descreveram uma afeccdo do quadril da crianca diferente da
tuberculose articular, que era a doenga mais comumente encontrada naquela
época. Durante todos estes anos, cerca de 2.000 trabalhos foram publicados em
relacdo ao tema. Algumas técnicas e conceitos sdo descritos, tanto para o
tratamento conservador como para o operatorio; entretanto, a etiologia continua
obscura, mas certamente ocorre um distlrbio na circulacao arterial da cabeca
femoral em crescimento (Godoy Junior, 1988; de Carmargo 1957, 1984;
Guarniero et al.,1997; Guarniero et al., 2011).

Na tentativa de compreender melhor a etiologia da necrose da cabeca
femoral, existe uma diversidade de modelos experimentais tanto no que diz
respeito a variedade das espécies, nas quais € induzida a necrose, como nas
técnicas operatorias utilizadas para o tratamento (Jones e Allen, 2011).

A maioria dos esfor¢os para desenvolver um modelo animal concentrou-se
nos quadrupedes sendo que, nos bipedes, ficou limitado as aves (Conzemius
et al., 2002). A lista de técnicas para a inducao da necrose isquémica na cabeca
femoral € extensa, podendo a doenca ser induzida por corticoides, por reacoes

de hipersensibilidade, além de uma variedade de técnicas operatdrias com o
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intuito de reproduzir o que ocorreria na doenga ortopédica em humanos (Boss e
Misselevich, 2003). Porém, devido a etiologia multifatorial da necrose, o
desenvolvimento de um modelo animal é desafiador e devemos pensar em um
modelo Unico que mostre as principais caracteristicas da osteonecrose
observadas clinicamente. Assim, temos um amplo campo de trabalho para a
determinacao correta do modelo experimental, uma vez que estes animais
fornecem uma abundéncia de informagdes Uteis sobre os fatores que contribuem
para a doenca (Kim et al., 2001).

Neste trabalho apresentamos uma analise da literatura em relacdo aos
modelos idealizados ao longo do tempo e a descricdo de um modelo
experimental na espécie suina, em projeto piloto, usado para o estudo da

necrose isquémica da cabeca do fémur em crescimento.
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Obijetivos

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar metodologicamente a avaliacdo do modelo experimental de

necrose isquémica da cabeca femoral em crescimento por meio de revisao

bibliografica.

2.2 Objetivo especifico

Descrever o modelo experimental utilizado, em estudo piloto com a anélise

metodolodgica da avaliagao.
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Revisdo da Literatura

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Modelos experimentais historicos para inducédo da necrose avascular
da cabeca femoral, trabalhos classicos e diversas intervencdes

testadas

Miltner e Hu (1933) injetam alcool no periésteo do colo femoral em caes
filhotes (de dois a quatro meses de idade) e coelhos (de dois a trés meses), e
ndo observam alteracbes Osseas significativas nos cdes. Nos coelhos, o0s
autores também ressecam o periosteo da linha epifisaria até a base do colo
femoral e notam algumas pequenas areas de trabéculas que continham células
necraoticas.

Kistler (1934) injeta uma suspensao a 2% de carvdo macerado em p6 bem
fino no fémur de coelhos jovens e adultos; nos animais jovens observa necrose
e liquefacdo da cartilagem epifiséria distal e diminuicAo do comprimento
longitudinal do fémur; relata necrose total da cabeca do fémur em um coelho
jovem embora o fenbmeno estivesse relacionado a ruptura do ligamento redondo
e dos vasos que atingem 0 0SS0 na regido trocanteriana.

Bohr et al. (1965) induzem a necrose avascular da cabega femoral em
coelhos com dois dias de idade por meio de luxacédo da articulagdo com um
deslocamento cranial, tendo observado, entdo, a desvascularizagdo quase
completa, levando a um crescimento retardado do centro de ossificacdo da

cabeca femoral e a um consequente achatamento da epifise.
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Salter (1966) demonstra a possibilidade de produzir a necrose avascular
da cabeca femoral em porcos jovens por meio de ligadura arterial, de injecéo
intra-articular de fluido, ocasionando uma pressao continua nos vasos do molde
cartilaginoso da cabeca femoral; presséo de cerca de 70 mmHg. Na investigacéo
o primeiro sinal radioldégico de necrose foi uma falha na parte ossificada da
cabeca femoral, que fica sem crescer durante o periodo de isquemia. O
crescimento continuo do molde de cartilagem da cabeca femoral é o responséavel
pelo aumento da espessura da cartilagem na articular. A revascularizacado da
cabeca femoral isquémica est4d associada com a ossificacdo de porcdes
previamente ndo ossificadas do molde cartilaginoso produzindo a aparéncia
radiografica da “cabega dentro da cabega”. Segundo o autor nos porcos jovens,
era 0 0sso vivo recém-formado no processo de cicatrizacdo que se deformava
gradualmente e ndo 0 0sso necrotico. Estas investigacfes levam a um conceito
da plasticidade biol6gica da cabeca femoral revascularizada em oposi¢cdo ao
antigo conceito de amolecimento fisico da cabeca femoral durante a fase de
cicatrizagéo.

Freeman e England (1969) induzem a isquemia da cabeca femoral em
caes por meio de ligadura do colo femoral, seccionam o ligamento redondo e
ainda cauterizam os tecidos moles peri-articulares. Os animais sdo eutanasiados
nos periodos entre dois dias e sete meses apds ao procedimento cirdrgico. Os
autores concluem que a interrupcdo experimental do suprimento arterial e
venoso para a epifise capital femoral no cdo imaturo causa a morte do centro
secundario de ossificacdo, aléem de ocasionar anormalidades histologicas na

cartilagem articular.
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Salter et al. (1969) desenvolvem um modelo experimental com suinos, em
gue utilizam uma causa mecanica (pressdo pela posicdo do quadril) para a
inducdo da necrose. Os autores formulam a hipotese em desenho experimental
para explicar a necrose isquémica da cabeca femoral sugerindo a seguinte
possibilidade: se os musculos abdutores estdo tensos quando o quadril esta
reduzido, a abducdo extrema do quadril aumenta de modo consideravel a
pressao entre a cabeca femoral e o acetabulo. A presséo continua, assim, sendo
exercida e mantida pela imobilizacdo do quadril. No intuito de simular a situacéo
clinica de criancas pequenas sendo tratadas para a luxagcdo congénita do
quadril, o experimento foi projetado para produzir uma contratura mecanica de
abducao dos quadris no porco, durante a qual os quadris foram imobilizados na
“posicao de ra”.

Henard e Calandruccio (1970) descrevem uma reproducao bem-sucedida
de inducé&o da osteonecrose da cabeca femoral, por meios nédo invasivos. No
protocolo de indugéo, mantiveram os quadris de coelhos filhotes (seis semanas),
em posicao de flexdo, abducéo e rotacéo interna durante vinte e quatro horas.

Sanchis et al. (1973) utilizam nove cdes em modelo experimental para
inducdo da necrose da cabec¢a femoral, método descrito por Freeman e England
(1969). Os animais sao induzidos a necrose isquémica por meio de um
deslocamento ventral da cabeca femoral, de modo que os vasos circunflexos da
articulacao femoral podem ser observados na superficie do colo femoral e
reingressando na epifise proximal. Nesse trabalho, os autores argumentam que,
se no caso de o prognostico da deformidade da cabeca femoral da doenca de
Perthes depender da frequéncia com que a cabeca femoral € infartada, a atual

atitude clinica para com a doenca deve mudar. A preocupacao deve ser dirigida
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nao tanto para proteger a cabeca femoral das forgas mecéanicas que atuam sobre
ela (uma vez que tais forgas contribuem pouco para a sua deformagao), mas sim
especialmente para a deteccao e prevencao de episodios repetidos de enfarte.

Robichon et al. (1974) utilizam inicialmente as espécies caninas e
leporinas, a técnica de ligadura do colo femoral descrita por Salter (1966), para
induzir a necrose isquémica na cabeca femoral em suinos, na pesquisa
sustentam a teoria de que a diminui¢cdo do suprimento sanguineo para a cabeca
femoral ndo sé provoca necrose da epifise mas, também, uma diminuicdo na
producdo de células cartilaginosas na camada germinativa da placa epifiséaria,
causando diminuicdo do crescimento &sseo longitudinal. A perturbacéo
resultante do remodelamento normal deve levar a um colo femoral largo e curto,
como o que ocorre na DLCP.

Cruess et al. (1975) reproduzem em um modelo experimental onde a
condicao clinica de necrose avascular da cabeca femoral € induzida por altas
doses de esteroides. Os autores observaram nas cabecas femorais, perda de
substancia 6ssea com “cértices” finos e osteopenia subcondral evidente. A
explicacdo mais sustentavel para essa série de eventos, que ocasionam a
diminuicdo e/ou obstrucao do fluxo sanguineo na regido subcondral da cabeca
femoral, € que seja devido a diversos episodios subsequentes de émbulos
gordurosos e trombos de fibrina liberados pelo figado esteatético e da medula
0ssea adipocitica.

Chakraborty (1975) utiliza como técnica cirdrgica, em porcos, a luxacao
da articulagdo coxofemoral. Como resultado, encontra: inducdo da necrose

avascular nas cabecas femorais e proliferacao fibroblastica na capsula articular
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7

a partir do segundo dia. O acetadbulo também € analisado e apesar das
alteracdes da cabeca femoral ndo ha indicios de altera¢gBes importantes.

Singleton e Jones (1979) e Kemp et al. (1981) em um trabalho
semelhante pesquisam a indu¢&o da necrose da cabeca femoral em duas ragas
caninas distintas, como técnica cirargica realizam artrotomia e o tamponamento
intra-articular com uma “cera de glicol” introduzida por meio de uma canula. Os
animais da raca poodle sdo as mais suscetiveis a inducdo da necrose em
comparacdo com 0s mesticos. Isso, provavelmente, se deve a diferenca na
vascularizacao intradssea na regido do colo femoral: nos mesti¢cos, noventa e
guatro porcento estdo intradsseos, enquanto nos poodles, somente vinte
porcento. Os autores concluem que, nos mesti¢cos, a vascularizagdo da cabeca
femoral fica protegida de compressodes intracapsulares, explicando o porqué de
essa raca ser mais resistente & DLCP idiopética.

Fisher et al. (1972) utilizam o coelho adulto como modelo experimental, e
reproduzem um modelo de necrose com a administragdo cumulativa de acetato
de metilprednisolona, o estudo é baseado na extracdo do tecido lipidico ésseo
normal comparado com o patolégico, como resultado, € encontrado aumento da
concentracdo lipidica nos tecidos 6sseos das cabecas femorais dos coelhos
tratados com o esteroide em comparagao com o grupo controle

Smith et al. (1982) com o objetivo de causar um processo isquémico na
regiao proximal do fémur, como modelo experimental a espécie suina, utiliza um
protocolo de inducdo onde injetaram microesferas de vidro na circulacdo
sanguinea na regido dos membros pélvicos, nos exames histoldégicos

observaram a diminuicdo da placa de crescimento dentro da metéafise femoral,
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essa alteragdo pode estar associada a isquemia da epifise adjacente, causando
assim a deformidade intrinsica da cabeca femoral.

Gershuni et al. (1983) induzem a necrose avascular em um modelo
experimental da espécie suina, com uma técnica semelhante a de Singleton e
Jones (1979) e Barta et al. (1978) em que por meio de uma canula, perfuram
a capsula articular e injetam um fluido, com o objetivo de causar um aumento na
pressao intra-articular, mantendo uma presséao de 150 a 200 mmHg, mantida
por 10 a 12 horas ; relatam que ha ocorréncia de uma sinovite transitéria que
provavelmente atua como um fator de tamponamento dos vasos subsinoviais
intracapsulares para a epifise da cabeca femoral.

Calvert et al. (1984) descrevem uma reproducdo bem-sucedida de
inducdo da osteonecrose por meios nao invasivos. No protocolo de inducdo,
mantiveram os quadris de coelhos filhotes (seis semanas), em posicao de
flexdo, abducao e rotacéo interna durante vinte e quatro horas. Os resultados
identificaram leve espessamento na cartilagem articular, porém o modelo nao
reproduz as caracteristicas descritas na doenca de LCP.

Hirano et al. (1988) e Sagara et al. (1990) encontraram, em ratos
espontaneamente hipertensos, o aparecimento da osteonecrose da cabeca
femoral antes da maturidade (nove semanas), além disso, observam que o
remodelamento 6sseo foi acompanhado por tecido regenerativo vascular de
granulacdo e também de novo 0sso aposicional, ou seja, a mesma sequéncia
de eventos que ocorre na DLCP.

Rang (1993), fundamentado no trabalho de Salter (1966), produziu
alteracOes semelhantes a doenca de LCP, em cabeca do fémur em crescimento

em 100 suinos por meio da ligadura ao redor do colo do fémur dos animais .
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Segundo o autor a cartilagem articular fica espessada, comeca a haver a
subluxacéo lateral da epifise femoral e 0 achatamento da mesma.

Malizos et al. (1993) propds outro modelo experimental de indugdo da
necrose da cabeca femoral na espécie canina que consiste na luxacdo da
articulacao coxofemoral e, em seguida, no congelamento da parte proximal do
fémur por meio de nitrogénio liquido, incluindo colo e cabeca femoral. A intengéo
€ criar uma area uniforme de necrose, padronizando a lesao para melhor estudo
dos processos fisiologicos e posteriormente de cura. Embora a lesdo da
cartilagem articular tenha sido causada com sucesso, a sua localizacdo na
cabeca femoral e tamanho da lesdo mostraram ndo ser um modelo
experimental compativel com a DLCP em humanos

Wang et al. (1994) utilizam o coelho como modelo experimental, ttm como
objetivo induzir a necrose avascular por meio de formacdo de embolos
gordurosos na vascularizagao arterial. Como protocolo administram corticoide
intravenoso (12,45 mg de metilpredisolona/semana). A superdosagem de
corticoide leva a lipidemia e hipertrofia das células de gordura. Com isso 0s
autores observam um significante aumento da pressao intra-articular, onde a
pressao normal é de 25 cmH20 apds a medicacao chega préximo de 60 cmH20.
Concluem que o protocolo de inducédo é capaz de diminuir o fluxo sanguineo na
regido epifisaria femoral podendo levar a inducdo da necrose avascular da
cabeca femoral.

Newton et al. (1994) utilizam a espécie caprina como modelo experimental,
como meétodo de inducdo da necrose realizam por meio cirdrgico a ablacao da
fise anterolateral, deixando o maximo possivel do anel pericondrial intacto.

Porém pela dificuldade em reproduzir a técnica cirargica em todos os animais,
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nao foi possivel observar o mesmo padrao de lesdo em todos os animais, porém
0s que desenvolveram a necrose isquémica reproduziram les6es compativeis
com a isquemia da cabeca femoral em criancas.

Jaramillo et al. (1996) seguindo o modelo experimental de Salter (1969)
induzem a necrose avascular da cabeca femoral em suinos que sao colocados
em uma posicao de abducdo maxima do quadril, e os autores realizam o exame
por ressonancia magnética contrastada para avaliar a isquemia vascular na
regido da cabeca femoral. Como resultado observam a deteccéo da isquemia
precoce das cartilagens epifisérias, podendo ser reversivel dentro de seis horas
apos voltar a posi¢cdo normal.

Nishino et al. (1997) desenham um estudo hemodinamico para determinar
a vascularizacdo da cabeca femoral em cédes. Como resultado, concluiram que
a regido é alimentada por vasos sanguineos das artérias femorais circunflexas
medial e lateral, artéria ligamentar redonda e artéria glitea caudal, que se
comunica com esses vasos. Além desses vasos, a cabeca femoral é suprida
pela cavidade medular do colo femoral. Esse suprimento sanguineo explica o
porqué da dificuldade em induzir a osteonecrose nos caes sem manipular
diretamente a cabeca femoral.

Hofstaetter et al. (1997) estabelecem um modelo de coelho adulto de
osteonecrose traumatica da cabeca femoral. Eles conseguiram isso por meio da
remocao cirdrgica completa da capsula articular do quadril, incluindo
cauterizacdo circunferencialmente ao periosteo e nos vasos sanguineos que
cobrem o colo femoral, no intuito de interromper o fluxo sanguineo para regiao.

Kim e Su (2002) seguem um modelo experimental de inducéo da necrose

isquémica na espécie suina desenvolvido por Salter em 1966, por meio da
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colocacdo de uma ligadura de sutura ndo absorvivel ao redor do colo femoral
apos capsulotomia e transeccao do ligamento redondo. A placa de crescimento
ao redor do centro de ossificagdo se tornou necrotica. Esse modelo apresentou
necrose da placa de crescimento em torno do centro secundario de ossificagéo.
Além disso, pequenos centros ectopicos novos de ossificacdo apareceram na
cartilagem epifisaria, explicando em parte a aparéncia radiogréafica fragmentada
do centro secundério de ossificacao.

Yamamoto et al. (1995) desenvolvem um modelo de osteonecrose em
coelhos induzidos por uma Unica injecdo intravenosa de lipopolissacarideo
(LPS), ocasionando uma reagdo ndo imunolégica no qual a endotoxina induz
reacao local e sistémica como a coagulagéo intravascular disseminada (Reagéo
de Shwartman). A combinagéo de LPS e corticoide, mostraram uma incidéncia
significamente maior de osteonecrose na cabeca femoral e no Umero do que as
alteracdes necréticas encontrada quando aplicadas isoladamente. Irisa et al.
(2005) modificam o protocolo de indugdo nos coelhos, diminuindo a dose do
LPS. Notaram uma resposta imediata na medula femoral, encontrando a
osteonecrose em 77 porcento dos animais.

Conzemius et al. (2002) induzem osteonecrose da cabeca femoral em um
novo modelo experimental, na intencéo de reproduzir o que seria semelhante ao
gue ocorre nos humanos. Elegeram a ema (Drornaius nouaehollandie) por ser
bipede. Para a inducdo da osteonecrose isquémica foram realizados dois
procedimentos: Ligadura das artérias femorais circunflexas laterais e mediais e

injecao de nitrogénio liquido na regido subcondral da cabeca femoral.

Antonio Gorios Filho



15

Revisdo da Literatura

Nos resultados histologicos encontram  similaridade com a
anatomopatologia humana: substituicdo da medula 6éssea normal por um tecido
fibroso com reabsorcéo 6ssea e fragmentacao trabecular.

Manggold et al. (2002) induzem a osteonecrose em ovelhas por meio de
injecdo de etanol na regido intradéssea da cabeca femoral., foi documentado uma
necrose parcial no periodo apés 12 semanas em todos 0s animais testados. A
escolha do etanol como agente quimico foi devido a sua alta toxicidade,
ocasionando uma degradac&o enzimatica completa na regido.

Tsuji et al. (2003) descrevem um modelo de osteonecrose semelhante a
Matsui et al. (1995), induzido por reacao imune por injecao intravenosa de soro
equino. Algumas lesdes necréticas foram detectadas em uma semana e outras
na metéfise foram detectadas com 12 semanas apés a injecdo. Desde que a
avaliacdo foi feita por imagens de ressonancia magnética, concluem que este
exame poderé ser util como preditor da necrose.

Alpaslan et al. (2007) desenvolvem com sucesso um modelo experimental
com o objetivo de diminuir as possiveis alteracdes adicionais ocorridas na
inducédo da necrose por capsulotomias ou por luxacdes articulares. Os autores
realizam uma cateterizacdo e embolizacdo nas artérias circunflexas da cabeca
femoral, pois a trombose destas artérias seria uma das possiveis etiologias da
DLCP nas criancas.

Cheon et al. (2015) utilizando-se da mesma técnica, puderam observar,
por meio de ressonancia magnética, mudancas precoces na perfusdo e
consequente dano tecidual devido a oclusdo da vascularizagcdo na regido da

cabeca femoral em suinos.
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Modelos Experimentais de Osteonecrose

Modelos ndo Traumaticos de ON

Modelos Traumaticos de ON

Indug¢do quimica

Disbdrico

Indugdo por dlcool

Combinagdo de Esteroide e LPS
Indugdo por reagdo auto imune.
Indu¢do por lipopolissacarideos (LPS)
Indugdo por esteroides

Espontdnea

Lesdo quimica

Lesdo fisica

Animais - Achatamento
Oclusdo jovens  grave
vascular
cirtrgica

Animais Adultos

Figura 1 — Tipo de modelos experimentais de osteonecrose (ON).
Fonte: Adaptado de Fan et al., 2011

3.2 Anatomia do quadril em suinos

Anatomia da articulagdo coxofemoral dos suinos

A articulagéo coxofemoral € composta de duas estruturas osteoarticulares

basicas: a cavidade acetabular e o fémur proximal. O acetabulo € uma cavidade
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cotiléide composta pelo ilio, isquio, pubis e osso acetabular, que sofrem uma
fusdo durante a vigésima semana de vida intrauterina e finalizam o processo até
0 término do primeiro ano.

O labio acetabular (labrum acetabulare) € uma faixa de fibrocartilagem
localizada na borda acetabular que se estende pela incisura acetabular com o
ligamento acetabular transverso (ligamentum transversum acetabulli).

O fémur tem funcdo central de postura e locomocdo. Sua superficie é
caracteristicamente modelada, semelhante ao imero, pela origem e fixacao de
musculos fortes, tenddes, protuberancias ésseas proeminentes e sulcos. O
fémur pode ser dividido em trés segmentos basicos: extremidade proximal que
sustenta a cabeca (caput ossis femoris), di&fise do fémur (corpo ossis femoris) e
extremidade distal com o condilo medial e lateral (condylus lateralis et medialis).
A cabeca femoral € acentuadamente curva, € demarcada no sentido do lado
medial por uma tuberosidade um tanto grande para a inser¢do do ligamento da
cabeca do fémur. O colo é distinto. O trocanter maior, embora macico, ndo se
estende acima do nivel da cabeca. O terceiro trocanter esta ausente (Sisson e
Grossman,1975).

A extremidade proximal se curva medialmente e carrega a cabeca femoral
proeminente, que é deslocada do longo eixo do osso, a cabeca femoral possui
uma superficie articular hemisférica para a articulagdo com o acetabulo, que é
interrompida por uma incisdo na cabeca (ligamento capitis ossis femoris), essa
incisdo é circular e em formado de cunha. A cabeca femoral € separada da
diafise femoral por um colo (collum ossis femoris) nos carnivoros e no porco.
Lateral a cabeca projeta-se um grande processo (trocanter maior), que se

estende além do limite dorsal da cabeca do fémur nos grandes animais, mas
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permanece ao nivel da cabeca em animais pequenos e no porco. O trocanter
maior da fixagdo aos musculos gluteos, agindo como um brago de alavanca
extensora da articulacdo do quadril. O trocanter maior e o colo do fémur sdo
separados pela fossa trocantérica onde se inserem as musculaturas mais
profundas do quadril (Kénig e Liebich, 2019).

Em relacdo ao suprimento sanguineo, em investigacdo experimental
prévia, usando varias técnicas de injecdo intravascular observaram que o
suprimento para a cabeca femoral em leitdes infantis era comparavel aqueles
em bebés humanos, ndo apenas em relacdo a distribuicdo de vasos para a
cabeca femoral, mas também em relacdo a sua distribuicdo dentro da cabeca.
Os vasos epifisérios entram na cabeca de sua periferia a placa epifisaria e
avancam através do modelo de cartilagem pré-septuosa para suprir 0 nacleo
ossificante e a cartilagem globalizada ndo circundante. Dentro da cartilagem pré-
0ssea, ou ndo, da cabeca femoral, os vasos terminam em delicadas expansdes
sinusoidais com uma arteriola central e vénulas circundantes. No porco, um
pequeno nucleo ossificante esta presente na cabeca femoral ao nascer,
enquanto no humano esse nidcleo ndo aparece formalmente até
aproximadamente 6 meses de idade. Assim, no nascimento, a cabeca femoral
do porco é semelhante a cabeca femoral humana até aproximadamente 1 ano
de idade. Tanto no porco como no humano, na cartilagem pré-o0ssea, contendo
0 contraste epifisario, os vasos sao resilientes e compressiveis (Salter et al.,
1969).

No porco, a artéria femoral profunda se ramifica da artéria femoral logo
além do ligamento inguinal. O curso da artéria femoral profunda é semelhante

ao da artéria circunflexa medial do fémur no humano. A artéria circunflexa

Antonio Gorios Filho



19

Revisdo da Literatura

femoral medial do porco se origina na artéria femoral profunda logo posterior ao
trocanter e ascende no intertrocantérico. A artéria circunflexa femoral lateral se
ramifica na artéria femoral mais distal do que a artéria circunflexa femoral
profunda (Sisson e Grossman, 1975).

A perfusdo da epifise femoral na espécie suina esqueleticamente imatura,
foi aferida por meio de fluxometria laser doppler e observou que a artéria femoral
lateral, ramo principal da artéria femoral superficial, € amplamente responsavel
pela perfusdo da cabeca do fémur em oito dos nove porcos (Basset et al., 1991).

Sob o musculo reto femoral, o sulco de varios ramos da artéria circunflexa
lateral do fémur supre a musculatura adjacente. Um ramo ascendente da artéria
circunflexa lateral do fémur entra na capsula do quadril anteromedialmente entre
as bandas ascendentes e transversal do ligamento, esse ramo ascendente se
comunica com o anel intra-articular de anastomose e fornece a maior parte da

vascularizacdo anteromedial da condroepifise (Howe et al., 1950).

3.3 Histologia da cabega femoral em crescimento

A cabeca femoral de um animal recém-nascido na sua avaliacao histolégica
estd completamente formada por células cartilaginosas, contendo canais
vasculares distribuidos por toda a epifise femoral; esta vascularizacdo é
responsavel pelo fornecimento do suporte nutricional; um centro secundario de
ossificacdo € formado por meio de ossificacdo endocondral na regido central da
epifise cartilaginosa, ao mesmo tempo, a camada profunda da cartilagem

articular (também chamada de cartilagem epifisaria) recobre o nucleo 6sseo, se
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estabelecendo como uma placa de crescimento esférica, a cartilagem epifisaria
€ responsavel pelo crescimento circunferencial do centro secundario, até que o
tamanho total da cabeca femoral seja alcancado (Kim et al., 2004; Kim e
Herring, 2011).

Na cabeca femoral imatura, a cartilagem articular € mais espessa, e a
camada profunda da cartilagem articular é dependente dos canais da cartilagem
e da vascularizacdo subcondral para sua nutricdo, devido a essa diferenca, a
perda de um suprimento vascular para a cabega femoral em crescimento,
produzird um dano necroético e também uma lesdo na cartilagem de crescimento
em torno do centro secundario de ossificacdo. Conforme o centro secundario
aumenta, a espessura da cartilagem articular diminui e os canais da cartilagem

regridem e desaparecem (Kim et al., 2011).

3.4 Fisiopatologia da osteonecrose da cabeca femoral no modelo

experimental

E importante reconhecer que esta descricio da fisiopatologia da necrose
isquémica nao relata com total precisdo o que ocorre na doenca de Legg Calvé
Perthes, ja que é ocasionada por inducéo cirdrgica em que é causada uma lesao
aguda e ocorre um prolongamento no tempo da isquemia, a sutura continua
estrangulando o colo femoral enquanto o seu diametro aumenta com o
crescimento aposicional do periosteo (Kim e Herring, 2001).

A osteonecrose € causada pela falta de suprimento sanguineo para o 0sso,

portanto, pode ser observada em qualquer condicdo em que ocorra lesdo
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vascular e que comprometa o fluxo sanguineo. A etiologia mais comum é o
trauma, fraturas e luxagdes, quando ha uma interrup¢cado mecéanica no suprimento
de sangue, pode ocorrer as obstrugdes vasculares por origem ndo traumaticas
e entre as causas mais comuns estdo: alcoolismo, altas doses de corticoides,
hemoglobinopatias, hiperlipidemia, fendmenos sépticos e fatores genéticos
(Abraham e Malkani, 2004; Adapala e Kim, 2016).

A evolugéo da necrose 6ssea pode ser dividida em duas fases sucessivas:

iIsquemia e regeneracéo (Guerado e Caso, 2016).

Fase isquémica

A diminuicdo do suprimento sanguineo para a cabeca femoral além de
provocar a necrose da epifise, também causa a diminuicdo na producdo de
células cartilaginosas na camada germinativas da placa epifisaria; as células da
medula 6ssea sao a primeira populacdo a morrer, seguidas pelos osteoblastos
e ostedcitos, evento que caracteriza histologicamente o diagnéstico de
osteonecrose (Catto et al., 1965; Robichon et al., 1974).

Inicialmente ndo ha deformidade da cabeca femoral pois a estrutura é
mantida pela cartilagem e trabéculas 6sseas, porém com a continuidade do
processo isquémico a apoptose de células dsseas resultardo em colapso 6sseo
com envolvimento subsequente da cartilagem sobrejacente; alguns mediadores
moleculares induzem a migracéo das células-tronco mesenquimais a migrar para
area necrotica (Shapiro et al., 2009, Guerado e Caso, 2016).

Apoés a segunda semana da inducdo da isquemia, muitas lacunas séo
observadas na zona hipertrofica da cartilagem epifisaria, sdo observadas na

juncdo condro-0ssea a auséncia de invasdao vascular dos condrocitos
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hipertroficos terminais e nova formagdo Ossea, indicando interrupcdo da
ossificacdo endocondral, também sdo observados extensa morte celular e
desorganizacgéo do estroma medular. O osso trabecular dentro da epifise 0ssea
adquire lacunas vazias e uma perda de revestimento de osteoblastos na sua
superficie (Kim et al., 2004).

Apés duas a quatro semanas, observa-se formagdo de uma
neovascularizagdo na periferia da cabeca femoral infartada estimulados pelo
Fator de Crescimento de Vascularizacado Endotelial (VEGF) e invasao de tecido
de vascular de granulacao constituido por capilares e células fibroblasticas (Kim
et al., 2004).

E formado um tecido de reparo fibrovascular que contém um ndmero
aumentado de macréfagos pré-inflamatorios ativados por um padréo especifico
do receptor de reconhecimento (TLR4), também podem ser vistos um aumento
dos macrofagos pré-inflamatérios no tecido regenerado que levara a um
aumento na expressado de citocinas pré-inflamatérias (IL-1b, TNF-a e IL-6 e 0
TLR4) (Adapala et al., 2016).

Na quarta a oitava semana apés a inducdo da osteonecrose da cabeca
femoral, os osteoclastos estdo presentes a frente a neovascularizacao,
reabsorvendo ativamente o0 0sso necrotico, resultando na substituicdo da medula
necrotica e o 0sso trabecular com tecido fibrovascular, o tecido vascular de
granulacdo também invade a zona necrotica e hipertrofica da cartilagem, onde

os condroclastos se encontram reabsorvendo a cartilagem (Kim et al., 2004).
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Fase regenerativa

A deformidade da cabeca femoral ocorre em associagcdo com a resposta
de reparacao a isquemia e a necrose. Esta fase € iniciada pela revascularizagcéo
da cartilagem epifisaria, com a ossificacdo secundéria permitindo que o tecido
fibrovascular forneca células mesenquimais indiferenciadas para a reparacgao;
osteoclastos surjem para reabsorver tanto os tecidos necréticos como o tecido
de reparacao precoce (Shapiro et al., 2009).

Por uma perspectiva mecanica, a cabeca femoral comecga a deformar
guando séo aplicadas forgas na articulagéo; pelo fato de a carga ser maior que
a sua capacidade em resistir vai adquirindo seu formato achatado caracteristico.

Para que ocorram sinais radiogréaficos, é necessario que 0 0sso necrotico
e 0 segmento recebam a revascularizacdo que conduz as células-troncos
mesenquimais (MSCs) a migrarem para a area necrética, onde ocorrera sua
multiplicagédo e diferenciagdo em osteoblastos ocorrendo a formacgéo de novo
0SSO aposicional, estes eventos constituem o0s primeiros passos da fase
regenerativa (Kim e Su, 2002).

A revascularizacdo e a restauracdo da ossificacdo endocondral nao
ocorrem globalmente em toda a regido da cabeca femoral, mas, sim, na regiao
periférica inicialmente. Com estes fendmenos ocorre uma assimetria no
crescimento do centro secundario de ossificacdo e como consequéncia uma
aparéncia achatada da cabeca femoral; a regido do centro secundario de
ossificacao cresce, mas nao a regiao central. Na fase de reparacéo séo formados
novos centros de ossificacdo na regido epifisaria da cartilagem, contribuindo
para que uma imagem radiografica demonstre areas fragmentadas e irregulares

(Kim et al., 2001).
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Animais eutanasiados entre a sexta e a oitava semana apresentam
alteracdes histopatolégicas em diferentes regides da epifise femoral superior, na
regido periférica da cartilagem epifisaria com areas de formacédo de 0osso novo e
restauracao da ossificacdo endocondral. Nesta fase é observada a diferenciacéo
dos condrécitos em proliferacdo e hipertroficos com invasdo vascular; 0s
osteoblastos estdo ausentes das poucas superficies esponjas primarias
remanescentes. Na regido central da epifise da cabeca femoral, a placa de
crescimento necrotica ainda estd presente, sem evidéncia de restauracao da
ossificagao endocondral (Kim et al., 2001).

Ocorre baixa invasao vascular de condrdcitos hipertréficos terminais e uma
diminuicdo na quantidade de 0sso esponjoso primario na juncdo condro-0ssea,
indicando a cessacéao da ossificacdo endocondral (Kim et al., 2001).

Dois fendmenos diferentes ocorrem no interior da cabeca femoral
necrética; por um lado 0 osso subcondral compacto sustentara a reabsor¢ao por
aposicao negativa, gerada pelos osteoclastos (células originadas da
coalescéncia dos mondcitos, que expressam o fenétipo de uma célula gigante
multinucleada). que atuardo removendo a cartilagem rigida; e, por outro lado, o
0SSO esponjoso situado no centro da cabeca tera um resultado positivo e um
equilibrio aposicional (Yan et al.,2009).

O aumento consideravel da largura da cabeca femoral no membro
iIsquémico apds as primeiras quatro semanas de inducdo ocorre, em grande
parte, pelo crescimento assimétrico; ao contrario de remodelacdo, a cabeca
colapsa e este colapso leva a deformidade da cabeca femoral, portanto, dois
eventos ocorrerdo simultaneamente: a ampliacio em uma dimensdo e o

encurtamento em outra, levando assim a deformidade da cabeca femoral; o
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crescimento externo da cartilagem articular esta em equilibrio com a converséo
da cartilagem para o 0sso localizado na periferia fisaria de formato hemisférico
do centro de ossificacdo secundario, como consequéncia, a espessura da
cartilagem articular epifisaria aumenta no lado onde houve a ligadura cirurgica
(Shapiro et al., 2009).

Em um experimento com animais imaturos, observa-se que a
revascularizacao da regido necrotica tem fluxo sanguineo maior do que o normal.
A neovascularizagdo traz novas células mesenquimais, fenémeno este
importante, pois tais células sdo capazes de diferenciar em vérias linhas
celulares como por exemplo: osteoblastos, condrécitos e adipécitos, células
estas responséaveis pelo processo de regeneracédo (Yan et al., 2009).

Em relacdo ao acetdbulo, sabe-se que o processo de reparacdo da
cartilagem também ser& exagerado, de tal forma que a cabeca femoral fica maior
do que a cavidade acetabular, resultando em uma eventual subluxacao, que é
conhecida por ser um sinal de mau progndostico para a DLCP (Upasani, 2018).

Apés a oitava semana de inducdo operatéria, a restauracao da ossificacdo
endocondral pode ser observada; nas areas onde a cartilagem necrética foi
completamente reabsorvida ocorreu a diferenciagdo dos condrocitos
proliferativos em condrécitos hipertroficos (Kim et al., 2004). Devido a esta
hipertrofia reativa da regido cartilaginosa e pela compressao mecanica na regiao
articular, ocorre o inicio precoce da coxa magna, crescimento este compensador
do colo femoral a fim de manter a esfericidade normal da cabeca femoral; como
resultante o colo femoral adquire um formato largo e curto bem caracteristico,

como ocorre na DLCP (Rowe et al., 2005; Guerardo e Caso, 2016 ).
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Figura 2 — Etiologia, patogenia, patofisiologia e histopatologia da ON
Fonte: Adaptado de Fan et al.,2011
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4  METODOS

4.1 Construcao do modelo experimental: estudo piloto

Apbs a aprovacdo pelo Comité de Etica da instituicdo, sob nimero de
protocolo 141/15 (Anexo A), utilizamos o modelo experimental no suino em
crescimento.

Para realizacdo da experimentacao piloto seguimos as recomendacdes do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).

4.2 Desenho do estudo piloto

O estudo foi desenhado para a sistematizacdo de um protocolo de indugéo
da necrose isquémica da cabeca do fémur em crescimento. Foi escolhido o
modelo da espécie suina. Foi operado um animal na articulacdo coxofemoral
direita, permanecendo a articulagdo coxofemoral esquerda como controle nao
operado.

Foi utilizado um animal com quatro semanas de vida e com peso de 8 kg.
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4.3 Cuidados com o animal

Foi utilizado um porco filhote procedente da Granja RG que foi mantido
no Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP, um local adequado
para a manutencao da espécie, com a presenc¢a de cuidadores familiarizados
com o trato destes animais. Utilizamos os servi¢cos de limpeza e de despejo
adequado dos dejetos segundo as normas sanitarias locais, com agua ad libidum

e racdo adequadas para a espécie.

4.4 Cuidados pré-operatérios

No periodo pré-operatorio o animal ficou em jejum durante oito horas.

45 Procedimento anestésico

O animal recebeu medicacdo pré-anestésica com associacdo de
cetamina (3mg/kg IM) e midazolan (0,4mg/kg IM). A inducédo da anestesia foi
realizada com isoflurano (3,5%) com auxilio de mascara e a manutencao da
anestesia foi realizada com isoflurano (2%) e fentanil (0,2ug/kg/h 1V). Para a
intubacéo foi administrado 5mg/kg de propofol. Imediatamente antes do inicio da
cirurgia, foi realizada antimicrobianoterapia profilatica com cefazolina (30mg/kg

IV) e administrado anti-inflamatoério ndo esteroidal (meloxicam 0,4mg/kg IM).
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Ao final do procedimento cirurgico, foi realizada analgesia com dipirona
(25mg/kg 1V) e morfina (3mg/kg 1V), curativo na regido da ferida cirurgica e foi
colocado um cateter periférico para administracdo de farmacos analgésicos e

anti-inflamatério no pos-operatorio.

4.6 Procedimento cirdrgico

Apés a inducdo e a anestesia, uma incisdo longitudinal foi realizada na
regido cranial a articulacdo coxofemoral direita do animal em condi¢fes estéreis
(Figura 3). Para o acesso da capsula articular é feita a tracdo dos musculos
gliteo médio e superficial com auxilio de um afastador tipo Farabeuf. E realizada
a capsulotomia articular parcial e a tracdo longitudinal do membro inferior é
efetuada para luxar a articulagdo. O ligamento redondo € seccionado para
facilitar a ligadura (looping) de uma sutura dupla circunferencial no colo do fémur
dos animais (Figura 4).

Com a utilizagdo de um instrumento curvilineo, tipo Mixter curvo ou
passador de fio, um fio de sutura absorvivel 2 é posicionado ao redor do colo
femoral (linha verde) (Figura 5) e amarrado com a maior tensdo possivel, para
bloguear a circulacdo arterial dos vasos ascendentes cervicais que suprem a
epifise femoral proximal (Figura 6). A ferida operatoria € suturada por planos até
a pele (Figura 7). Nao foi utilizado imobilizacdo externa no periodo pos-

operatorio.
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Figura 3 — Procedimento cirurgico: incisdo longitudinal e cranial & articulagéo coxo
femoral (linha branca)
Fonte: Arquivo pessoal do orientador
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Figura 4 — Procedimento cirargico: acesso da capsula articular
Fonte: Arquivo pessoal do orientador

Antonio Gorios Filho



33

Métodos

Figura 5 — Procedimento cirdrgico: exposicao e ligadura do colo femoral
Fonte: Arquivo pessoal do orientador
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Figura 6 — Procedimento cirurgico: afastamento dos musculos gliteo médio e superficial
Fonte: Arquivo pessoal do orientador
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Figura 7 — Procedimento cirdrgico: aspecto final apds sutura de pele
Fonte: Arquivo pessoal do orientador

4.7 Procedimento pés-operatdrio

Foi preconizado tratamento pos-operatério com dipirona (25mg/kg 1V) e
cloridrato de tramadol (3mg/kg IV) a cada 12 horas por 5 dias, meloxicam
(0,4mg/kg SC) a cada 24 horas por 5 dias e morfina (3mg/kg 1V) sempre que
observados sinais de dor caracteristicos da espécie suina (apatia, anorexia e

vocalizagdo em repouso ou durante a palpacao da ferida cirurgica).

Antonio Gorios Filho



36

Métodos

4.8 Eutanasia

Apoés seis semanas da indugéo da necrose o animal foi submetido a morte
indolor induzida. Foi utilizada medicacdo pré-anestésica com associacdo de
cetamina (3mg/kg IM) e midazolan (0,4mg/kg IM). A indugcéo da anestesia foi
realizada com isoflurano (3,5%) com auxilio de mascara para facilitar a
venopunctura da veia auricular. Apos confirmagcdo do plano anestésico, foi

administrado cloreto de potassio por via endovenosa.

4.9 Avaliagdo por imagem

Os exames de imagem foram realizados por fluoroscopia no momento da
operacdo da inducdo da necrose isquémica e com seis semanas de poés
operatério no momento da eutanasia do animal. O quadril esquerdo servindo

como controle.

4.10 Avaliacdo macroscopica e histologica

O quadril direito e o esquerdo do animal foram cuidadosamente
dissecados. Foram realizados exames macroscopicos e microscopicos das
amostras assim obtidas.

Para a histologia somente a amostra do quadril direito (operado) do animal

foi fixada em formalina a 10%, embebida em parafina e cortada em fatias com
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6pm. As seccdes assim obtidas foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e
examinadas sob microscopia 6ptica comum. Com a avaliagdo microscoépica
procuramos responder 0s seguintes quesitos:

e presenca de um namero aumentado de osteoclastos;

e aumento da reabsorcédo 6ssea;

e presenca de tecido regenerativo vascular de granulagao;

e proliferacao cartilagem articular.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos de imagem

5.1.1 Radiologia

Na figura demonstra a articulagdo coxofemoral direita onde foi induzida a
necrose avascular

Na Figura 8 observamos em “a” sub-luxacéo lateral da cabeca do fémur;
em “b” aparéncia triangular da cabeg¢a do fémur caracterizando o achatamento

da mesma. A imagem da articulagdo coxofemoral esquerda normal (controle).
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Figura 8 — Imagem de fluoroscopia ap6s seis semanas de pés-operatério
Fonte: Arquivo pessoal do orientador

5.2 Macroscopia

Foi feita a analise macroscopica das amostras do quadril direito e esquerdo
logo apOs a eutanasia (Figura 9). Notar o achatamento da cabeca femoral direita
com alargamento e encurtamento do colo femoral, quando comparado com o

guadril controle (esquerda).
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Figura 9 — Avaliagdo macroscopica dos fémures direito e esquerdo (controle)
Fonte: Arquivo pessoal do orientador

5.3 Avaliacéo histologica

Na Figura 10, notar a proliferagéo da cartilagem articular (a); presenca de
tecido regenerativo vascular de granulacdo (b), na regido metafisaria do colo
femoral. Presenca de células gordurosas no tecido de granulacao (c)

A Figura 11 complementa nossa analise mostrando a presenca de

osteoclastos (d), tecido fibrocartilaginoso e condrécitos (e).
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Figura 10 — Corte histologico da amostra com aumento de 20x, coloragdo HE.
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Figura 11 — Maior aumento 40x — osteoclastos + tecido fibrocartilaginoso +
condrécitos (cartilagem articular)
Fonte: arquivo pessoal do orientador
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6 DISCUSSAO

Este trabalho tem fundamentalmente dois objetivos: a revisao da literatura
concernente aos modelos experimentais da necrose avascular da cabeca do
fémur em crescimento e a demonstracdo da reprodutibilidade no modelo
experimental do suino, por meio de um estudo piloto.

A necrose avascular da cabeca femoral é um problema ortopédico presente
no cotidiano, tanto da medicina como da veterinaria. Pode ser uma afeccao
articular especialmente incapacitante causando limita¢des funcionais e dor, tanto
para as criangas como para 0s animais, especialmente os cdes. Como ainda nao
dispomos de tratamentos completamente eficazes, tanto na medicina humana
como na veterinaria, os modelos experimentais tém importancia para responder
as inumeras indagacdes ainda existentes, principalmente em relagéo a etiologia.
Concordamos com Rang (1993), quando o autor enfatiza a necessidade dos
modelos experimentais para reproduzirem a doenca de forma mais fidedigna.

Desde 1933 até os dias de hoje, foram publicados inUmeros artigos
relacionados a inducdo da necrose avascular da cabeca femoral em crescimento
com diversas espécies animais sendo utilizadas; concordamos com os autores
gue a espeécie suina é a que melhor reproduz a anatomia vascular quando
comparada a articulacdo coxofemoral humana, pois, este animal quando filhote,
com trés semanas de idade, tem sua anatomia correspondente a das criangas
com trés a cinco anos de idade 6ssea (Guarniero et al., 1995; Kim e Su, 2002;
Boss e Misselevich; Mariano, 2003; Menezes et al., 2007; Zhang et al., 2010;

Jones e Allen et al., 2010).
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A maioria dos modelos animais para estudo da necrose isquémica
concentrou-se nos quadrupedes, incluindo suinos, coelhos, cées, ratos e cabras.
A investigacdo dos bipedes foi limitada ao frango (Cui et al., 1997) e a ema. A
lista de técnicas de tentativas em induzir a osteonecrose da cabeca femoral é
extensa.

A lista de técnicas de tentativas em induzir a osteonecrose da cabeca
femoral é extensa, incluindo métodos como administracdo de esteroides (Wang
et al.,1994; Boss e Misselevich, 2003; Drescher et al., 2004), endotoxinas
(Schulitz et al., 1977), capsulotomia parcial, subluxacdo da cabeca femoral,
transecgéo do ligamento redondo e sutura colo femoral (Kim et al., 2001),
embolia dos vasos periarticulares (Smith et al., 1982), osteotomia femoral e
isolamento 6sseo (Favenesi et al., 1983), luxacdo coxofemoral (Freeman e
England,1969; Chakraborty et al., 1975), criogenia da cabeca femoral (Malizos
et al., 1993), eletrocauterizacdo dos vasos articulares (Kamegaya et al., 1990;
Crawford et al.,1995) e hipertensdo espontanea (Hirano et al., 1988), abducéao
do quadril (Salter et al., 1969; Jaramillo et al., 1996) e outras combinacdes de
lesdes.

Abaixo, nos Graficos de 1 a 3, as principais espécies e técnicas de

indu¢des com maiores relevancia observadas na reviséo de literatura.
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Grafico 1 — Modelos experimentais para inducdo da necrose avascular da
cabeca e diversas intervencdes testadas nos suinos
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Gréfico 2 — Modelos experimentais para inducdo da necrose avascular da
cabeca e diversas intervencdes testadas nos coelhos
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Grafico 3 — Modelos experimentais para inducdo da necrose avascular da
cabeca e diversas intervencoes testadas nos caes
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Comparando o modelo suino com os de outras espécies, o coelho por
possuir um colo femoral curto, ndo permite a correta aplicacdo da ligadura, e
quando utilizada em cées, por possuirem uma vascularizacéo na regiao do colo
femoral maior em comparagdo aos suinos, ocasionara uma revascularizagao
mais rapida apos a inducéo da osteonecrose (Robichon et al., 1974).

Também vale salientar que comparando 0s suinos com 0s ratos, 0S suinos
tém o ciclo de remodelagéo 6ssea semelhante ao que ocorre com os humanos,
guando comparado com os ratos (Litten-Brown et al., 2010).

Pensando na biomecénica do quadril humano, a Ema por ser bipede, tem

grande vantagem na semelhanca anatémica em relacdo aos quadrupedes, além
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de ser um animal com uma dimensé&o da articular semelhante a das criancas.
(Conzemius et al., 2002).

Concordamos com autores como Salter (1966), Kim e Su (2002) e Rang
(1993), que a inducdao por ligadura operatéria do colo femoral é a mais apropriada
para a reproducdo dos resultados observados em humanos, sendo util
principalmente para elucidar o desenvolvimento da patogénese da DLCP,
servindo também para estudos de prevencao e terapéuticas para a doenca. Em
comparacao aos metodos ndo invasivos, as vantagens das técnicas traumaticas,
sdo devido as lesBes necroticas concentrarem-se na cabeca femoral,
diferentemente das técnicas ndo traumaticas onde a lesdo atinge a metéfise
femoral e outros o0ssos, quando induzida por uma reagao sistémica. Outra
vantagem das técnicas invasivas € que podemos determinar 0 momento exato
da lesdo isquémica, possibilitando o controle dos exames por imagem e
histolégico em todos os estagios do processo fisiopatoldgico, desde a fase

isquémica a fase de remodelamento.

6.1 Justificativa ao projeto piloto

No planejamento de uma pesquisa é essencial conduzir um projeto piloto.
Somente com esta acdo podemos descobrir os eventuais problemas que
poderdo surgir durante o desenvolvimento do projeto. O estudo piloto revelara
os problemas de logistica que poderdo advir. Anestesia, custos com o
armazenamento dos animais, facilidades e complicacdes em se trabalhar com a

espécie animal elegida, a disponibilidade dos aparelhos de imagem e
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laboratoriais onde serao realizados os exames durante os controles da evolucao
da doenca no periodo pré e poés-operatorio, a disponibilidade de instrumental
cirurgico especifico para correta aplicagdo da técnica cirargica e os cuidados

com o animal no pés-operatorio.

6.2 Critica ao método

Por ser um projeto piloto onde foi utilizado um Unico exemplar, nao foi
possivel analisar as fases iniciais do processo isquémico e as fases de
remodelamento da osteonecrose. Salientamos, portanto, que o estudo de todo o
processo de desenvolvimento da doenc¢a que segundo Kim e Su (2002) seriam
da segunda até a décima segunda semana pds inducdo operatéria, € de
fundamental importancia em trabalhos futuros, principalmente quando forem
testados novos protocolos de tratamento para a DLCP.

No estudo piloto priorizamos demonstrar a factibilidade da inducéo da leséo
isquémica da cabeca femoral pela técnica operatoria de capsulotomia parcial e
ligadura do colo, método justificado por diversos trabalhos de Kim (Kim e Su,
2002; Kim et al., 2004; Kim e Herring, 2011).

Concordamos que houve a auséncia da andlise histolégica comparativa
com o lado controle (esquerdo), contudo, a avaliacao histolégica no piloto, serviu
como prova objetiva da leséo isquémica, em concordancia com os achados de
Rang e Kim, verificamos a proliferagcdo da cartilagem epifisaria da cabeca do
fémur do animal, a presenca de osteoclastos e lacunas vazias dos osteocitos,

com tecido vascular e adiposo de granulacao; as alteracfes anatdémicas ficaram
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evidentes e na microscopia do fémur operado, as alterac¢des teciduais e celulares
confirmaram o processo isquémico.

Na avaliacao radiogréafica confirmamos a isquemia da cabeca femoral, bem
semelhante aos resultados dos trabalhos descritos anteriormente. Foi possivel
observar o achatamento da cabeca femoral com aparéncia triangular da epifise

e sub luxacao lateral da articulagao.

6.3 Novas perspectivas

Uma vez verificado que a inducdo da osteonecrose femoral por meio
operatorio causa alteracfes adicionais teciduais periarticulares, a inducdo por
meio de cateterizacdo e embolizacdo das artérias femorais circunflexas, pode
eliminar vieses causados pelo processo inflamatério e cicatricial adicional na
andlise da fisiopatologia no modelo.

O presente estudo evidenciou a similaridade entre os métodos de inducéo
da osteonecrose por ligadura do colo femoral descritos anteriormente na reviséo
da literatura; o modelo piloto realizado na nossa pesquisa com a utilizacao da
espécie suina obteve sucesso na inducdo da necrose avascular, assim
confirmando ser factivel em nossa instituicdo, servindo para estudos futuros.
Mesmo se tratando de uma peca Unica, verificamos que o tempo de seis
semanas pos inducao cirdargicas € capaz de induzir a osteonecrose devido as
diversas alteracdes radioldgicas, anatdmicas e celulares que foram observadas.

A auséncia de uma terapia plenamente satisfatéria para a doenca de Legg

Calvé Perthes e a morbidade associada a leséo articular justificam a manutencao
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de pesquisa cientifica sobre o tema e mesmo diante da evolugao de “softwares”
programas de computacdo capazes de mimetizar 0s eventos
anatomopatologicos, a manutencdo da experimentacdo animal para o estudo da
necrose avascular da cabeca femoral ainda se faz necessaria. A espécie canina
também desenvolve a necrose asséptica da cabeca femoral, também sem
nenhum tratamento completamente efetivo, sendo somente possivel realizar a
resseccdo da cabeca femoral ou prétese total do quadril, procedimentos que
podem causar limitacdo funcional (Aguado e Goyenvalle, 2020). Portanto,
defendemos ainda a continuagao do estudo experimental da isquemia da cabeca
femoral, e a espécie suina foi a que melhor reproduziu a doenca por sua
similaridade anatbmica ao humano, um relativo baixo custo de manutencéao,
facilidade em se trabalhar com a espécie e ainda por existir uma ampla literatura

sobre o tema.
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7 CONCLUSAO

Podemos inferir que o0 modelo experimental suino pode servir como uma
ferramenta valiosa para a reprodutibilidade das alteragbes anatomopatolédgicas
da necrose isquémica da cabeca femoral em crescimento. O modelo é
reprodutivel e factivel, servindo para estudos futuros sobre a anatomopatologia

da necrose da cabeca do fémur em crescimento.
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Anexo A - Carta de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

MEDICINA
TSP

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

Avenida Dr. Amaldo, 455
Pacaembu — Sdo Paulo - SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulade “MODELO
EXEPERIMENTAL DO ESTUDO DA DOENCA DE LEGG-CALVE-
PERTHES (DLCP) — ESTUDO EXEPERIMENTAL EM SUINOS” protocolo
n® 141/15 sob a responsabilidade de Roberto Guarniero & Gustavo Bispo dos
Santos, apresentado pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que
envolve a produgdo, manutengio e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - enconira-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.8gg, de 15 de julho de coog, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em 25.09.2015

Vigéncia do Projeto Agosto de 2017
Espécie/linhagem Suino Mini Pig Br1
IN© de animais 10

Peso/Tdade g 5emanas

Sexo macho

Origem JR Mariano

CEUA-FMUSP, 25 de Setembro de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comisso de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua Im@usp be
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