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MIASHIRO, Edson Hidenori. Padronização de modelo animal de custo reduzido 
para estudo da necrose isquêmica da cabeça femoral: análise por radiografia 
digital, tomografia computadorizada, microscopia de luz, imunohistoquímica e estudo 
da marcha. 2020. 101 f. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade 
Estadual de Londrina; Londrina 2020. 
 
 

RESUMO 
 
 
Introdução: A necrose isquêmica da cabeça femoral (NICF) afeta adultos, entretanto 
acomete também crianças, na forma da Doença de Legg-Calvé-Perthes (DLCP). 
Objetivos: Nosso objetivo é padronizar um modelo experimental de NICF para o 
estudo da DLCP, com custo reduzido. Também, propõe-se introduzir testes de 
avaliação da marcha, proporcionando uma análise funcional. Material e métodos: 
Onze leitões machos foram submetidos ao procedimento cirúrgico no quadril direito, 
sendo o esquerdo utilizado como controle. Induziu-se a necrose por meio de 
cerclagem dupla sobre o colo do fêmur direito (COLFD) com fio inabsorvível. 
Seccionou-se o ligamento redondo. Os leitões foram divididos em: Grupo A, com oito 
animais, sacrificando-se dois animais respectivamente na 2ª, 4ª, 6ª e 8ª semanas após 
a indução da necrose e Grupo B, com dois animais, submetidos a todo procedimento, 
exceto à cerclagem do COLFD para comprová-la como indutora da necrose (Sham). 
Realizou-se a observação visual da marcha nos determinados tempos de estudo, 
utilizando a Classificação de Etterlin et al: 0, marcha normal;1, marcha irregular; 2, 
claudicação moderada e  3, claudicação severa ou ausência de deambulação. O 
Grupo B foi sacrificado na 6ª semana. Os fêmures foram dissecados e armazenados 
por congelamento. A seguir realizou-se a radiografia digital (RD), tomografia 
computadorizada (TC) e análise macroscópica. Mediu-se a altura da epífise (A) do 
ápice da superfície articular até o ponto médio da fise metafisária. Mediu-se a largura 
da epífise (D) do ponto máximo medial ao máximo lateral na transição cabeça-fise 
metafisária. Calcularam-se os coeficientes epifisários (COE) por meio da razão entre 
“A” e “D”.  Os fêmures foram armazenados e preparados para microscopia de luz e 
imunohistoquímica utilizando o “Transforming Growth Factor Beta 1” (TGF-β1). 
Resultados: No Grupo A foram operados 9 leitões, com 8 evoluindo para NICF direita 
e 1 óbito por sepse. Todos os leitões apresentaram marcha grau 2. As cabeças 
femorais direitas apresentaram na RD e TC, áreas de esclerose óssea, achatamento, 
colapso e fragmentação. Os valores da “A” e do COE da cabeça femoral direita 
apresentaram-se menores que os da contralateral e da “D” em 7 animais (87,5%). Nas 
placas de crescimento das cabeças femorais direitas observaram-se condrócitos 
agrupados desordenadamente e separados por lacunas vazias. No Grupo B, Sham, 
não ocorreram sinais de NICF nos exames de imagem e histológicos e apresentaram 
marcha normal. O Grupo A, apresentou redução da expressão do TGF-β1 nas 
cabeças femorais direitas com 2 e 6 semanas de pós-operatório e  esquerdas com 
oito semanas. No Grupo B não houve diferenças de expressão entre os lados. 
Conclusões: O modelo experimental descrito, com estrutura simples demonstrou 
alterações de isquemia nos exames de imagem, marcha e histo-morfologia. O 
congelamento dos fêmures possibilita a realização da RD e TC nos laboratórios de 
humanos em data programada e sem o prejuízo do diagnóstico de isquemia por 
imagem. Este recurso permite a conservação da peça anatômica até que seja possível 
realizar os exames.  



 
 

Palavras-chave: Necrose da cabeça do fêmur. Isquemia;. Modelos animais. Doença 
de Legg-Calvé-Perthes. 

 



 
 

MIASHIRO, Edson Hidenori. Reduced-cost animal model standardization for 
studying avascular necrosis of the femoral head: analysis with the use of digital 
radiography, computerized tomography scan, light microscopy, immunohistochemistry 
and gait studying. 2020. 101 p. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – 
Universidade Estadual de Londrina; Londrina 2020. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Introduction: Avascular necrosis of the femoral head (ANFH) affects adults, however, 
children are also affected as Legg-Calvé-Perthes Disease (LCPD). Objectives: Our 
purpose is standardizing an experimental reduced-cost model of ANFH for LCPD 
study. Additionally, the introduction of gait assessment testing is suggested in order to 
provide a functional analysis. Material and methods: Eleven male piglets were 
submitted to a surgical procedure on the right hip, and the left one was used as control. 
Necrosis was induced by means of double cerclage on the right femoral neck (RFN), 
with non-absorbable thread. The round ligament was sectioned. The piglets were split 
in Group A, consisting of eight animals, of which two were sacrificed in Weeks 2, 4, 6, 
and 8 each, respectively, after necrosis induction; and Group B, consisting of two 
animals submitted to all procedure, except RFN cerclage, in order to prove it as 
necrosis-inducing factor (sham). The gait was visually observed at the established 
study timepoints, following the Classification of Etterlin et al: 0: normal gait; 1: irregular 
gait; 2: moderate claudication; and 3: severe claudication or absence of deambulation. 
Group B was sacrificed in the sixth Week. Femurs were dissected and stored under 
freezing. Thereafter, digital radiography (DR), computerized tomography scan (TC), 
and macroscopic analysis were conducted. Epiphysis height (H) was measured from 
articular surface apex to metaphyseal physis mean point. Epiphysis width (W) was 
measured from the maximum medial point to the maximum lateral point, on 
metaphyseal head-physis transition. Epiphyseal coefficients (EC) were calculated 
using the ratio between “H” and “W”. Femurs were stored and prepared for light 
microscopy and immunohistochemistry using “Transforming Growth Factor Beta 1” 
(TGF-β1). Results: In Group A, nine piglets were operated on, 8 of which progressed 
to right ANFH, and 1 died from sepsis. All piglets experienced gait grade 2. Right 
femoral heads showed, on DR and CT scan, areas with bone sclerosis, flattening, 
collapse, and fragmentation. Right femoral head “H” and EC values were lower than 
the contralateral ones, and lower than “W” in 7 animals (87.5%). In the right femoral 
heads growth plates, chondrocytes were observed to be disordered and separated by 
empty gaps. In Group B, Sham, there were no signs of ANFH on imaging and 
histological testing, and gait was normal. Group A had reduced TGF-β1 expression on 
right femoral heads at 2 and 6 weeks post-surgery, and on the left ones, at eight weeks. 
In Group B there were no differences between sides. Conclusions: The experimental 
model described, with a simple structure, revealed ischemia changes on imaging tests, 
gait and morpho-histology. Femurs freezing enables the conduction of DR and CT 
scans in human laboratories at a scheduled date, without affecting the ischemia 
diagnosis through imaging. This resource allows to preserve the anatomical piece until 
the conduction of tests is possible.  
 
Keywords: Femur head necrosis. Ischemia. Models. Animal. Legg-calvé-perthes 

disease 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 DEFINIÇÃO DE NECROSE ISQUÊMICA DA CABEÇA FEMORAL 

 

 A necrose da cabeça do fêmur é uma das principais doenças degenerativas que 

afetam o quadril. Pode levar ao colapso da cabeça femoral (CF) resultando em deformidade 

permanente e artrose desta articulação.1 Normalmente afeta indivíduos com idade média de 

30 anos, entretanto acomete também crianças. Nos adultos está relacionada a traumatismos, 

exposição à radiação, uso de álcool2 e hemoglobinopatias.3  Os métodos de tratamento clínico 

incluem: a retirada de carga do membro afetado, drogas para baixar o nível de lipídios,4,5 

anticoagulantes,6 prostaciclina,7,8 vasodilatadores, bifosfonados,9,10 terapia com ondas de 

choque e aplicação de pulsos eletromagnéticos.11   

Nos adultos, foram descritos vários métodos de tratamento cirúrgico como a 

descompressão óssea,12-14 com ou sem enxerto ósseo,11 a descompressão óssea com 

enxerto vascularizado, osteotomias14-16 e as artroplastias.14,17   

Apesar destes tratamentos, a CF tende ao colapso e consequente artrose do quadril.  

Nas crianças, a necrose isquêmica da cabeça femoral (NICF) pode ser causada por 

lesões traumáticas, iatrogênicas ou pela Doença de Legg-Calvé-Perthes (DLCP).  

 

1.2 DOENÇA DE LEGG-CALVÉ-PERTHES 

 

1.2.1 Introdução 

 

Em 1910, três artigos foram publicados respectivamente por A. Legg, J. Calvé e G. 

Perthes. Estes estudos descreviam uma nova afecção do quadril de crianças, diferente da 

tuberculose articular que era a doença mais comumente encontrada naquela época.18-20  

Desde então, cerca de 2.000 pesquisas foram publicadas em relação ao tema.21 As 

pesquisas e publicações no Brasil datam de mais de 50 anos.21  

 

1.2.2 Epidemiologia 

 

A incidência da DLCP é de, aproximadamente, 15 por 100.000 crianças, sendo mais 

comum nos meninos na proporção de 5:1. A doença é muito rara nos indivíduos 

afrodescendentes e nos chineses.22 Existe uma maior incidência nos indivíduos de classe 

social baixa.22 O início da doença encontra-se em limites estreitos de idade, com média de 6 

anos e limites de 2 a 13 anos, sendo que 80% possuem entre 4 e 9 anos.22 
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1.2.3 Etiologia 

 

A etiologia continua obscura, ocorrendo um distúrbio da circulação arterial, da 

drenagem venosa da CF em crescimento ou de ambos. Trueta e Harrison atribuíram a causa 

da necrose ao fechamento dos vasos epifisários localizados na região póstero-superior do 

quadril. Eles demonstraram que, em crianças na faixa etária dos quatro aos sete anos, a única 

fonte de suprimento sanguíneo para a epífise femoral proximal são os vasos epifisários 

laterais, os quais, por traumatismos ou processo inflamatório, levariam à DLCP por 

consequente obstrução.23,24  

Robert Salter observou que a extensão da fratura subcondral nas fases iniciais da NICF 

era um fator prognóstico importante.25,26 

 

1.2.4 Fisiopatologia  

 

A DLCP é causada por uma isquemia e diversos graus de necrose da cabeça femoral. 

A fratura por fadiga do osso necrótico subcondral desencadeia o processo de reabsorção do 

osso desvitalizado e o quadro clínico da doença.22 A CF sofre diversos graus de deformidade 

com consequente diminuição da amplitude articular do quadril, encurtamento do membro e 

marcha claudicante. Na fase adulta pode ocorrer o desenvolvimento de uma artrose do quadril.  

A extensão da lesão à placa cartilaginosa de crescimento e o processo de reparação 

subsequente à isquemia não são, ainda, bem conhecidos e precisam ser estudados para que 

seja possível desenvolver novas terapias.27,28 

 

1.2.5 Tratamento 

 

O tratamento da DLCP pode ser conservador15,21,29,30 ou cirúrgico.16,21  

O tratamento inicial tem sempre como objetivo melhorar a mobilidade do quadril e a 

relação anatômica entre a CF e o acetábulo, tentando diminuir o efeito deletério da afecção 

sobre a articulação.  

A indicação precisa do melhor tipo de tratamento é, por vezes, difícil, variando entre o 

acompanhamento clínico e radiográfico da criança e o tratamento conservador com uso de 

tração, de aparelhos ortopédicos ou gessados, de abdução do quadril ou operatório.21 

O tratamento cirúrgico indicado primordialmente nas fases iniciais da DLCP está 

fundamentado em duas vertentes distintas: a que indica a realização de uma osteotomia 

femoral proximal varizante e derrotativa e a que recomenda a osteotomia do osso ilíaco, na 
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região inominada do osso. As duas osteotomias têm o objetivo de melhorar a cobertura da CF 

comprometida.21,31 

O objetivo inicial do tratamento da NICF, tanto nas crianças como nos adultos, é 

preservar a CF e evitar a evolução progressiva para a artrose do quadril, pois ocorre em 

indivíduos jovens. Em muitos casos isso não é possível e o comprometimento da CF é de tal 

gravidade que a única alternativa de tratamento é substituí-la por uma prótese (artroplastia 

total de quadril).  

A artroplastia total do quadril é um método de tratamento que está em desenvolvimento 

contínuo buscando uma prótese que não seja afetada pelos efeitos do seu desgaste. Porém, 

complicações como: soltura da prótese, luxações, lesões neurológicas, discrepâncias no 

comprimento dos membros, infecções, fraturas periprotéticas e desgaste das superfícies 

continuam sendo descritas na literatura.32-40  

Por serem mais ativos, os pacientes mais jovens são aqueles em que a artroplastia 

sofre os efeitos do desgaste mais precocemente e, quando isso ocorre, é necessária uma 

cirurgia de revisão. As revisões das artroplastias são cirurgias muito complexas, pois, quando 

se remove a primeira prótese, já existe uma perda óssea, tanto no fêmur como no acetábulo, 

dificultando a colocação da prótese de revisão.  

Muitas vezes a perda óssea é tão severa que existe a necessidade do uso de enxerto 

ósseo de banco de ossos. Infelizmente o acesso dos cirurgiões ortopédicos ao enxerto de 

banco de ossos em nosso país é extremamente difícil, sendo uma realidade em poucos 

hospitais.  

O resultado disso são milhares de pacientes cadeirantes à espera de uma vaga para 

uma cirurgia de revisão de prótese pelo Sistema Único de Saúde (SUS).  

 

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS 

 

A escassez de material humano para estudo em fases precoces ou assintomáticas da 

DLCP, torna necessários os modelos experimentais com animais.41 Na literatura, trabalhos 

demonstram a utilização de cães,42,43 ratos,44-49 porcos1,9,27,28,50-55 e coelhos.56-58  

O modelo experimental suíno foi originalmente descrito por Salter.59 Apesar de este 

modelo ter sido usado para desenvolver alguns dos conceitos atuais a respeito da patogênese 

da DLCP, pouco foi escrito sobre ele, incluindo as alterações isquêmicas na placa de 

crescimento em torno do centro secundário de ossificação.27 

A preferência por este animal ocorre devido à semelhança com o quadril humano 

quanto à vascularização e desenvolvimento, por ter baixa taxa de complicações27 e pelo maior 

tamanho dos quadris o que facilita o procedimento cirúrgico. 
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 Entretanto, neste modelo, a avaliação do desenvolvimento da DLCP é limitada apenas 

aos estágios iniciais da mesma, pois o crescimento e a maturidade óssea suína ocorrem com 

maior velocidade.60 

A amostragem e os métodos selecionados na realização dos estudos utilizando o 

modelo suíno com indução da NICF por cerclagem do colo do fêmur direito (COLFD) estão 

evidenciados no Quadro 1. Nesta análise, é possível visibilizar que não houve grande variação 

entre as características das amostras. 

Observou-se que a maior parte dos autores utilizou radiografia, tomografia 

computadorizada e microscopia de luz. Estes exames possibilitaram estudar a deformidade 

da CF, as alterações celulares e até mesmo o teste de drogas. 

A microscopia eletrônica permitiu o estudo da microestrutura óssea e alterações da 

hidroxiapatita do osso necrótico. Um melhor entendimento da composição estrutural do osso 

necrótico pode trazer mais informações sobre a atividade do osteoclasto. Assim, novos 

tratamentos visando reduzir a reabsorção óssea poderão surgir.61 

 Exames de imunohistoquímica foram utilizados para estudar alterações na atividade 

do osteoclasto e testar drogas para diminuir sua atividade e reduzir a reabsorção óssea e 

reduzir a deformidade da CF.62   

Adapala e Kim, em 2016,55 utilizando a RT-PCR (reverse transcription-polymerase 

chain reaction), observaram que há genes envolvidos em hipóxia celular, angiogênese e 

inflamação na cartilagem articular da CF com necrose. Isso representa um novo avanço no 

estudo da cartilagem imatura após a necrose isquêmica, podendo ser um príncipio para novas 

terapias.  
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Autor AM I (s) P (kg) Eutanásia Exames Conclusões 

Salter, 196659 * * * * RX 
Retirada de carga e uso de órtese 
reduziram a deformidade da CF 

Kim, Su, Kiu, 
200127 

27 2-4 5-8 3d, 1ª `a 8ªs RX, ML 
Colapso e fragmentação da CF. 
Desorganização dos condrócitos, 
centros de ossificação acessórios 

Kim, Skelton, 
Quigley, 200428 

50 4-8 6-9 2ª, 4ª, 8ªs RX, ML 
Alterações metafisárias variando de 
pequenos cistos a lesões maiores 
infiltrando a metafise 

Rowe et al., 
200563 

44 4-5 7-9 
2ª, 4ª, 8ª, 
12ª, 16ª, 

20ªs 
RX, ML 

Redução da altura da epífise, retardo 
do crescimento e fechamento 
prematuro da fise 

Kim et al., 20059 24 4-5 6-8 8ªs RX, ML 
Redução da deformidade da CF com 
o uso do ibandronato 

Kim, Morgan-
Bagley, 

Kostenuik, 200662 
18 4-5 6-8 8ªs RX, ML, EIM 

Redução da deformidade da CF com 
o uso de osteoprotegerina que 
diminuiu atividade do osteoclasto e a 
reabsorção óssea 

Rowe et al., 
200660 

26 4-5 7-9 
2ª, 4ª, 8ª, 
12ª, 16ª, 

20ªs 
RX, ML 

O modelo pode ser utilizado para o 
estudo das fases iniciais da DLCP. Na 
20ªs ou após desenvolve-se artrose 
severa 

Kothapalli et al., 
200750 

10 6-9 4-6 
2º, 6º, 7º, 
10º, 14º d 

Estudo do 
DNA (TUNEL), 

ME 

Oncose e apoptose estavam 
envolvidas no processo de necrose 
após isquemia 

Koob et al., 20071 18 6-8 * 2ª, 4ª, 8ªs 
RX, Teste de 
compressão 

A NICF leva à diminuição da 
resistência mecânica e, 
consequentemente, ao seu colapso 

Kim et al., 200964 65 4-6 5-8 
1d, 2ª, 4ª, 

8ªs 
RX, TC, ML 

A necrose da placa de crescimento 
não foi uniforme permanecendo áreas 
viáveis 

Shapiro et al., 
200952 

10 3 * 1ª, 2ª, 4ª, 8ªs RMN, ML 
Diminuição da altura e  
alargamento da epífise femoral. 
Colapso da CF 

Zang et al., 201053 * 5 6-8 3h, 48h 
TC com 

contraste 
Interrupção da circulação da CF após 
a cerclagem do COLFD 

Kong et al., 
201165 

12 5-6 5-6 
3ª, 6ª, 9ª, 

12ªs 
RX, ML 

Tratamento com perfurações da CF 
com broca não diminuiu a 
deformidade 

Dello Russo et al., 
201254 

10 12 10-15 12s RX,ML 
Diminuição da deformidade da CF 
com Ibandronato e plasma rico em 
plaquetas 

Kim et al., 201266 16 6-8 6-8 8ªs TC, ML 
A retirada de carga diminuiu a 
deformidade da CF 

Aruwajoye, Kim, 
Aswath, 201561 

6 6-8 6-8 2ª, 8ªs TC, ML, ME 
Alterações da apatita do osso 
necrótico podem estar relacionadas 
com o aumento de sua reabsorção 

Adapala, Kim, 
201655 

18 6 * 24h, 2ªs, 4ªs RT-PCR 
Na cartilagem articular foram 
observados genes envolvidos em 
hipóxia, angiogênese e inflamação 

Johnson et al., 
201867 

10 6 * 2d, 4ªs RMN, ML 
Mapeamento da NICF no COS, 
cartilagem epifisária e cartilagem 
articular 

 
 
 
 
 
 

Quadro 1 – Descrição comparativa de estudos com modelos experimentais suínos, através do 
número com a amostra, tempo de eutanásia e variáveis de estudo  
 

AM: amostra; CF: Cabeça femoral; COLFD:  Colo do fêmur direito; COS: Centro de ossificação secundária; 
d: dias; DLCP: Doença de Legg-Calvé-Perthes; EIM: Exame de Imunohistoquímica; I: Idade; Kg: Kilogramas; 
ME: Microscopia eletrônica; ML: Microscopia de luz; P: peso; RMN: Ressonância magnética nuclear; RT-PCR: 
(Reverse transcription-polymerase chain reaction); RX: Radiografia; s: Semanas; TC: Tomografia 
computadorizada; TUNEL: (Terminal deoxynucleotidyl-transferase mediated dUTP)    
* Dado não informado pelo estudo 
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O procedimento cirúrgico foi detalhado por poucos autores, em especial Kim et al.27  

Nos estudos, a simulação da DLCP foi induzida cirurgicamente através de distintas etapas. 

Nem todos os trabalhos descreveram explicitamente cada etapa realizada, mas o trabalho de 

Kim et al.27 foi utilizado como referência do procedimento cirúrgico em outros estudos.  

Nenhum dos estudos apresentados no Quadro 1 evidencia como foi realizado o 

acompanhamento pós-operatório das amostras. 

No modelo suíno para o estudo da NICF, não há qualquer trabalho demonstrando 

algum tipo de avaliação funcional da marcha das cobaias após a indução da necrose. 

A claudicação é um dos sinais clínicos da NICF. Ocorre pela dor e, posteriormente, 

pela incongruência articular, osteoartrite e diminuição da mobilidade do quadril. O principal 

sintoma associado à osteoartrite é a dor.68 Distúrbios de movimento podem ser consequência 

deste sintoma levando à claudicação. Modelos experimentais utilizando animais têm sido 

utilizados para o teste de drogas para a analgesia na osteoartrite por meio da análise da 

marcha em laboratório.68  Novas pesquisas devem ser realizadas associando achados de 

exames laboratoriais e de imagem da NICF com os distúrbios da marcha.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar de o modelo suíno para o estudo da NICF ter sido descrito por Salter,59 em 

1966, nos países em desenvolvimento existe apenas um estudo descrito na Argentina, em 

2012, por Dello Russo et al.54 

A falta de recursos financeiros, de estrutura física e de investimentos na área de 

pesquisa dificultam a execução de pesquisas nesse sentido nestas regiões, apesar de 

existirem profissionais capacitados. Assim, a busca de alternativas priorizando a capacidade 

técnica do pesquisador faz-se necessária para possibilitar esta linha de pesquisa nestes 

países.  

De modo até surpreendente, não se constatam análises funcionais, como o estudo da 

marcha com o modelo suíno. A claudicação é um dos sinais clínicos da NICF, sendo 

necessário, também, estudar as alterações da marcha nesse modelo, como uma forma 

indireta de análise clínica. 

 

 

 

 

. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Padronizar um modelo experimental de isquemia da cabeça do fêmur para o estudo 

da DLCP com custo reduzido. Também, propõe-se introduzir os testes de avaliação da 

marcha, proporcionando uma análise funcional das alterações provocadas pela isquemia, 

aspecto ainda não analisado nos estudos experimentais publicados sobre o assunto. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

1 - Estudar as alterações da CF na DLCP através de radiografia digital e tomografia 

computadorizada (TC) da CF inteira e congelada nos diversos tempos de estudo. 

2 - Estudar as alterações de marcha nas cobaias nos diversos tempos de estudo e 

classificá-las de acordo com a classificação proposta por Etterlin et al.69 

3 - Estudar as alterações da placa de crescimento por microscopia de luz (ML), nos 

diversos tempos de estudo em peça anatômica congelada. 

4 - Estudar as reações de imunohistoquímica do Transforming Growth Factor Beta 1 

(TGF-β1) nos diversos tempos de estudo em peça anatômica congelada. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Estudo registrado sob o processo CEUA nº 7028.2015.85 e aprovado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (Anexo A) 

e seguiu The Animal Research Reporting in Vivo Experiments Guidelines.70  

 

4.1 ESTUDO PILOTO 

 

Realizou-se um treinamento da técnica cirúrgica em quatro quadris de cadáveres de 

leitões com quatro semanas. Em seguida, realizou-se a dissecção dos fêmures para o estudo 

da anatomia e padronização das técnicas de análise. Cada experimento foi repetido duas 

vezes para segurança da técnica. 

O objetivo primário foi padronizar um modelo experimental suíno factível (com análise 

dos resultados de exames de imagem e histologia), para pesquisadores de países com menos 

estrutura de pesquisa; e o objetivo secundário foi estudar as alterações da marcha observada 

nos animais submetidos a esse modelo experimental. 

 

4.2 AMOSTRA 

 

  A amostragem foi escolhida de acordo com a literatura disponível (Quadro 1) e 

sob orientação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual 

de Londrina. Kim et al. demonstraram que as alterações anatômicas nesse modelo de estudo 

ocorreram em 82% dos animais submetidos à cerclagem.27,28 A determinação do número 

amostral não tem caráter exclusivamente estatístico, pois depende, principalmente, da 

disponibilidade dos espécimes a serem investigados e do padrão ético envolvido (que exige, 

quase sempre, amostras de tamanho reduzido ou reduzidíssimo).71   

 Assim, na lei do retorno decrescente, (método de “equação de recursos”71) 

determinaram-se 2 leitões por tempo de estudo no grupo A e 2 leitões no grupo B para cada 

tempo de estudo. Os leitões foram divididos em dois grupos. O grupo A com oito animais, 

sendo sacrificados dois animais respectivamente na 2ª, 4ª, 6ª e 8ª semanas após a indução 

cirúrgica da necrose por cerclagem do colo do fêmur direito (COLFD) e com a secção do 

ligamento redondo, e o grupo B com dois animais submetidos ao procedimento cirúrgico com 

a secção do ligamento redondo e sem realizar a cerclagem do COLFD, para comprová-la 

como fator indutor da necrose isquêmica da cabeça do fêmur (NICF) (Sham). Os leitões deste 

grupo foram sacrificados na 6ª semana, pois a deformidade da CF é mais evidente a partir 

deste período de isquemia.27    
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 Onze leitões, híbridos comerciais (cruzamento das raças Large White e Landrace), 

machos, já que a DLCP é cinco vezes mais frequente em meninos que em meninas,22  

procedentes de um fornecedor regulamentado pela Vigilância Sanitária, pesando entre 4-6 

kg, com idade variando de 3 a 4 semanas, foram alojados no setor de grandes animais do 

Hospital Veterinário da Universidade Estadual de Londrina (Figura 1) em baias (Figura 2), 

durante três dias antes do início do experimento.  

Duas cirurgias foram realizadas por semana de acordo com a disponibilidade do centro 

cirúrgico, sendo sorteado no momento da cirurgia a qual grupo pertenceria o animal. 

  

 

 

 

       

                          Fonte: O próprio autor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Enfermaria do setor de grandes animais do 
Hospital Veterinário da UEL 
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                          Fonte: O próprio autor 

 

4.3 PROCEDIMENTO ANESTÉSICO 

 

O modelo anestésico realizado utilizou Acepromazina na dose de 0,05mg/kg via 

intravenosa (IV). Depois de 15 minutos, foi aplicado Cloridrato de Cetamina na dose de 

4mg/kg (IV) associado ao Diazepam na dose de 0,5mg/kg (IV) para se proceder a indução 

anestésica. Para conferir a analgesia, foi empregado 0,2ml/kg de Lidocaína 2% por via 

epidural lombossacra.  

 

4.4 TÉCNICA CIRÚRGICA 

 

O procedimento foi realizado em ambiente cirúrgico (Figura 3) pelo mesmo cirurgião 

ortopedista, especialista em cirurgia do quadril, auxiliado por uma residente do primeiro ano 

de Medicina Veterinária. Foram realizadas duas cirurgias por semana de acordo com a 

disponibilidade do centro cirúrgico. O fêmur operado foi o direito sendo utilizado o esquerdo 

como controle. O leitão foi posicionado em decúbito lateral esquerdo (Figura 4). A via de 

acesso utilizada foi a posterior sobre o quadril direito, usando como parâmetro a palpação do 

trocânter maior (Figura 5). Foi realizada a dissecção por planos na seguinte ordem: 

 

 

 

Figura 2 - Baias para alojamento dos animais, com 2 leitões por 

baia 
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1. pele, subcutâneo e fáscia (Figura 6); 

2. incisão do músculo glúteo máximo e afastamento do músculo glúteo médio para 

exposição da cápsula (Figura 7); 

3. capsulotomia e tração longitudinal para a luxação do quadril. O ligamento redondo 

foi identificado e seccionado para evitar irrigação pela artéria do ligamento redondo 

(Figura 8); 

4. cerclagem dupla sobre o colo do fêmur com fio Prolene 2 Ethicon® utilizando um 

“passa fios” (Figuras 9, 10 e 11). Utilizou-se este fio grosso e inabsorvível para 

evitar o seu rompimento ao tensioná-lo para amarrar o nó. A cerclagem foi 

realizada de forma dupla para aumentar a sua segurança e eficiência; 

5. fechamento realizado por planos (cápsula, musculatura glútea, subcutâneo e pele), 

utilizando-se o fio Mononylon 2.0 Ethicon®; 

6. suturação da pele com ponto contínuo utilizando o fio Mononylon 2.0 Ethicon®. 

 

 

 

 

 

                     Fonte: O próprio autor 

 

 

Figura 3 - Sala de cirurgia do setor de grandes animais do Hospital 
Veterinário da UEL, onde foram realizados os procedimentos 
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Figura 4 – Descrição do posicionamento do leitão na mesa 
cirúrgica 

Figura 5 – Via de acesso cirúrgica 1. Parâmetros da 
via de acesso 

A via de acesso longitudinal está indicada pela seta preta. O 
ápice do trocânter maior do fêmur está indicado pela seta 
branca. 
Fonte: O próprio autor 
 

O leitão foi posicionado em decúbito lateral esquerdo na mesa de 
cirurgia. 
Fonte: O próprio autor 
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Figura 6 - Via de acesso cirúrgica 2. Incisão da pele, subcutâneo e 
fáscia 

Descrição da via de acesso cirúrgica. Dissecção por planos. Incisão da pele 
e subcutâneo e identificação da fáscia (seta preta). Incisão da fáscia e 
exposição do músculo glúteo máximo (Seta branca). 
Fonte: O próprio autor 
 

Descrição da via de acesso cirúrgica. O músculo glúteo médio foi 
afastado com o afastador de Farabeuf (seta branca). O nervo ciático 
foi visibilizado (seta preta maior) assim como a cápsula articular 
(seta preta menor). 
Fonte: O próprio autor 
 

Figura 7 – Via de acesso cirúrgica 3. Exposição da cápsula 
articular 
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Figura 8 – Via de acesso cirúrgica 4. Capsulotomia com identificação 
do ligamento redondo 

Descrição da via de acesso cirúrgica. O músculo glúteo foi afastado com 
Farabeuf (Seta branca maior). Foi realizada uma capsulotomia (Seta preta 
maior). O ligamento redondo foi isolado para ser seccionado (Seta preta 
menor). A cabeça femoral foi visibilizada (Seta branca menor). 
Fonte: O próprio autor 
 

Figura 9 – Fotografia do Instrumento cirúrgico “passa fios”  

Instrumento cirúrgico utilizado para a realização da cerclagem em torno do 
colo do fêmur. 
Fonte: O próprio autor 
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Figura 10 – Descrição da cerclagem 1  

Descrição da cerclagem. Passagem dos fios Prolene Ethicon® 
em torno do colo do fêmur utilizando o “passa fios”. Seta preta: 
“passa-fios”. Seta branca: Prolene Ethicon® 
Fonte: O próprio autor 
 
 

Figura 11 – Descrição da cerclagem 2 

Descrição da cerclagem. Amarrias dos fios de Prolene 2 Ethicon® para a 
cerclagem dupla em torno do colo do fêmur.  
Fonte: O próprio autor 
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Os cuidados pós-operatórios foram realizados por revezamento entre três médicas 

residentes veterinárias. 

Foi administrado o Tramadol na dose de 1mg/kg por via intramuscular (IM) a cada 12 

horas para a analgesia durante todo o período de experimento. Para minimizar o processo 

inflamatório decorrente da agressão cirúrgica e auxiliar no combate à dor, foi utilizado o anti-

inflamatório Flunixim Meglumine na dose de 1,1mg/kg uma vez ao dia por via IM, durante 

cinco dias. 

O antibiótico utilizado foi a penicilina Benzatina na dose de 20000 UI/Kg por via IM a 

cada 48 horas num total de três aplicações. A ferida foi protegida com bandagem com 

curativos diários na ferida cirúrgica com limpeza com solução fisiológica seguida de aplicação 

tópica de Clorexidine tópico. Os pontos de pele foram retirados no décimo dia de pós-

operatório. 

A eutanásia foi realizada nos momentos determinados com a aplicação IV de Tiopental 

Sódico a 2,5% na dose de 10mg/kg, seguida de aplicação de Cloreto de Potássio por via IV. 

O descarte dos animais foi feito por meio de incineração por empresa especializada 

terceirizada. 

 

4.5 AVALIAÇÃO DA MARCHA 

 

O ciclo normal da marcha no ser humano se faz em duas fases: fase de acomodação 

de posição, quando o pé entra em contato com o solo, e uma fase de oscilação, quando o 

movimento é empreendido.72 A pata pélvica do leitão faz o  movimento similar ao membro 

inferior do ser humano.   Os leitões foram observados deambulando no momento anterior à 

realização da anestesia, nos determinados tempos de estudo. Foram realizados três testes 

de marcha para cada animal, com a observação visual e a gravação digital da marcha em 

superfície plana, sem irregularidades. Essas possíveis alterações de marcha foram 

comparadas no grupo A e B (Sham), nos diversos tempos de estudo, e a fim de se verificar a 

correlação das imagens de NICF com a presença de claudicação.  A classificação de marcha 

utilizada foi a proposta por Etterlin et al.69 para porcos, que varia de 0 a 3, sendo: 

Grau 0: normal;  

Grau 1: marcha irregular com encurtamento do passo e carga desigual em um ou mais 

membros;  

Grau 2: claudicação moderada com desvio evidente da carga de um ou mais membros 

e dificuldade clara de deambulação;   
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Grau 3: claudicação severa sem apoio no membro afetado ou incapacidade de 

marcha. 

 

4.6 PREPARAÇÃO DAS PEÇAS ANATÔMICAS PARA OS EXAMES 

 

Imediatamente após o sacrifício, foi realizada a disseção dos fêmures pelo mesmo 

cirurgião.  

As peças foram fotografadas e armazenadas em refrigerador doméstico comum à 

temperatura de -20 graus Celsius por duas semanas em média, antes da realização dos 

exames de imagem. 

As normas da Vigilância Sanitária impedem que os animais sejam submetidos a 

exames em laboratórios de humanos. A dissecção e o congelamento dos fêmures possibilitam 

a realização dos exames destas peças anatômicas nestes laboratórios. 

Diferente de Kim et al.,27,28 que realizaram cortes frontais da CF de 3mm para 

realização da radiografia digital (RD), fizemos exames da CF inteira sem cortes. 

Em ambos os grupos, os fêmures foram submetidos à RD na incidência ântero-

posterior e à tomografia computadorizada (TC) nos cortes frontal, axial e tri-dimensional (3D) 

no Laboratório do Instituto de Radiologia Manoel de Abreu de Apucarana. Em todos os leitões, 

a cabeça femoral esquerda foi usada como controle. Foi utilizado o aparelho de RD Toshiba 

modelo 12M  500MAS e o de TC da GE modelo Hispeed Dual. 

Após a realização dos exames de imagem, os fêmures foram cortados no seu 1/3 

proximal, na região central no plano frontal utilizando serra cirúrgica a Nitrogênio. Foram 

identificados e armazenados em solução de formol a 10%. 

A CF do leitão imaturo é composta pelas seguintes regiões anatômicas (Figura 12): 

1. Centro de ossificação secundária (COS) que possui um formato semiesférico; 

2. Cartilagem epifisária (CE), contornando o centro de ossificação secundária; 

3. Placa de crescimento (PC), localizada entre a cartilagem epifisária e o centro de 

ossificação secundária e que é responsável pelo crescimento circunferencial; 

4. Fise metafisária (FM), que cobre toda a metáfise proximal e é responsável pelo 

crescimento longitudinal da porção proximal do fêmur. 
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A altura (A) foi medida na peça seccionada, do ápice da superfície articular até o ponto 

médio da fise metafisária. A largura (D) foi medida do ponto máximo medial ao máximo lateral 

na transição cabeça-fise metafisária (Figura 13). As medidas foram tomadas por um único 

pesquisador. 

Calcularam-se os coeficientes epifisários (COE) por meio da razão entre A e D. O COE 

indica o prognóstico da DLCP. A diminuição do seu valor significa piora no prognóstico66,73,74 

(Figura 13). 

Em seguida, armazenaram-se as peças em solução de formol a 10%. 

  

Figura 12 – Corte frontal da cabeça femoral do leitão imaturo 

Descrição da cabeça femoral do leitão imaturo. Corte frontal da 
cabeça femoral normal no ponto médio. A cabeça femoral do 
leitão imaturo possui um centro de ossificação secundária 
(COS) envolto pela cartilagem epifisária (CE). A placa de 
crescimento (PC) fica entre a cartilagem epifisária e o centro de 
ossificação secundária. A fise metafisária (FM) localiza-se na 
base do COS. A metáfise (M) da parte proximal do fêmur situa-
se abaixo da FM. 
Fonte: O próprio autor 
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Após aproximadamente quatro meses, devido a questões operacionais do serviço e a 

fim de testar a possibilidade do uso de cabeças femorais congeladas, as peças foram 

mergulhadas em ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para descalcificação e 

processadas rotineiramente para inclusão em parafina. Cortaram-se os blocos no micrótomo 

rotativo. Depositaram-se os cortes sobre as lâminas que foram coradas em hematoxilina 

eosina (HE) para avaliar as alterações na placa de crescimento (PC). Foram analisados por 

microscopia de luz (ML) com ampliações de 40, 100, 140, 240 e 340 vezes no Laboratório de 

Histologia da Universidade de São Paulo. 

 

4.7 ANÁLISE IMUNOHISTOQUIMICA 

 

Os exames foram realizados no Laboratório de Biologia de Tumores da Unioeste. 

Os fragmentos ósseos para a realização de imunohistoquímica foram retirados no 

momento prévio ao exame de ML. As lâminas foram confeccionadas contendo cortes de tecido 

(3 a 5 µM) representativos de cada experimento, fixados e incluídos em blocos de parafina. 

As lâminas permaneceram overnight em estufa 650C e foram submetidas à desparafinização 

(xilol-álcool-água). Em seguida, os cortes foram delimitados com caneta hidrofóbica Dako 

Pen® e realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena em solução de peróxido de hidrogênio 

10% por 30 minutos. A seguir, procedeu-se à incubação em soro fetal 1% por 1 hora. Em 

Figura 13 – Altura e largura da epífise da cabeça 
femoral 

Descrição da A, D e COE.  A altura da epífise está 
representada pela seta fechada (A). A largura (D) da epífise 
está representada pela seta pontilhada. O COE é calculado 
pela razão entre A e D. 
Fonte: O próprio autor 
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todas as lâminas, após a lavagem com Phosphate Buffered Saline (PBS), foram aplicados os 

anticorpos primários sobre cada corte “Transforming Growth Factor Beta 1” (TGF-β1, 1:300, 

Santa Cruz Biotechnology), seguido de incubação em câmara úmida por 16 horas a 4°C. Após 

a incubação, as lâminas foram submetidas a dois banhos (5 minutos) em PBS e foi aplicado 

sobre cada amostra o anticorpo secundário biotinilado fornecido pelo kit comercial, por 30 

minutos em câmara úmida à temperatura ambiente. Após este tempo, as lâminas foram 

lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos), seguido da aplicação de conjugado streptavidina-

peroxidase por 15minutos, em câmara úmida e em temperatura ambiente. As lamínulas foram 

lavadas em PBS por 5 minutos 3 vezes e submetidas à revelação com o substrato-cromógeno 

diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos. Em seguida foram contra-coradas com hematoxilina 

férrica por 1 minuto, posteriormente lavadas em água corrente por 5 minutos e desidratadas 

em graduações de álcool (70%, 85% e 100%), clarificadas em xilol e montadas e cobertas 

com lamínula utilizando meio de montagem não aquoso (bálsamo do Canadá). Analisaram-

se as lâminas para obtenção de score semiquantitativo de imunomarcação do TGF-β1 através 

do programa Image J desenvolvido pelo National Institute of Health (NIH) - USA. 

Utilizou-se o TGF-β1, que pode ser utilizado como medida de indireta do dano e 

alteração imune desencadeada pela NICF.58,75,76 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As descrições incluíram para as variáveis categóricas: cálculo de frequência e 

respectivo percentual; e para as variáveis escalares: cálculo de média e respectivo desvio-

padrão, máximo, mínimo e percentis (25%, 50% (mediana) e 75%). Foi aplicado o Teste dos 

Postos Sinalizados de Wilcoxon, com o intuito de verificarmos possíveis diferenças entre 

ambos os lados, em cada grupo estudado, para as variáveis de interesse (A, D e COE) com 

nível de significância (p) 0,050. 

Os resultados da imunoexpressão do TGF- β1 foram comparados dois a dois, ou seja, 

o lado direito contra o lado esquerdo nos determinados tempos de estudo, duas, quatro, seis 

e oito semanas após a indução da NICF. O teste utilizado foi o teste t de Student e o nível de 

significância (p) adotado foi de 0,050. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO: ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 Foi adotado, nesta tese, o modelo de apresentação dos Resultados e Discussão a 

partir da redação de artigo científico original intitulado “Reduced-cost animal model 

standardization for studying avascular necrosis of the femoral head”, submetido ao Journal 

Orthopaedic Research de acordo com as regras estabelecidas pela revista. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 1 - As alterações da CF na DLCP foram reproduzidas na radiografia digital e tomografia 

computadorizada utilizando-se a CF congelada e inteira. 

 2 - A avaliação da marcha demonstrou boa correlação com as alterações 

macroscópicas e exames de imagem. 

 3 - As alterações da isquemia na placa de crescimento foram visibilizadas por 

microscopia de luz. 

 4 - Na análise imunohistoquímica não houve diminuição da expressão do TGF-β1 em 

todas as cabeças femorais direitas com necrose isquêmica. 
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