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AVALIACAO DE CENTRIFUGADO OSTEOGENICO DE MEDULA
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Objetivo: Avaliar a eficacia de um centrifugado osteogénico de
medula 6ssea em estimular a consolidagao de osteotomias da
fibula em coelhos. Métodos: Foram utilizados dez coelhos machos
adultos da raga Nova Zelandia albino. Realizou-se uma osteotomia
transversa médio-diafisaria da ffbula direita, seguida da adicéo
local de uma esponja de colageno absorvivel embebida em um
centrifugado osteogénico, obtido pela centrifugagao de aspirado
de medula 6ssea do osso iliaco ipsilateral. A fibula esquerda foi
utilizada como controle, sendo feita a mesma osteotomia, po-
rém neste caso adicionando-se somente a esponja de colageno
absorvivel. Apés quatro semanas os animais foram sacrificados
para estudo dos calos ¢sseos formados. Os critérios de avaliagao
foram a mensuragao da densidade mineral utilizando-se a den-
sitometria 6ssea com DEXA, do volume do calo com tomografia
computadorizada multi-slice e dos tecidos formados por meio de
histomorfometria. Resultados: A utilizagcao do centrifugado osteo-
génico resultou em um aumento médio na densidade mineral 6s-
sea dos calos de 40,3% e da quantidade relativa de tecido dsseo
de 9,4%, sem aumento significativo nas quantidades relativas de
cartilagem ou fibrose nem no volume do calo ésseo. Concluséo:
A administragao do centrifugado osteogénico de medula éssea
utilizado neste estudo favoreceu a consolidagao 6ssea de osteo-
tomias experimentais em coelhos.

Descritores: Células da medula éssea. Transplante Osseo. Con-
solidagao da fratura. Osteotomia. Coelhos.

Obijective: The purpose of this study was to evaluate the efficacy
of a centrifuged osteogenic bone marrow aspirate to stimulate
healing in rabbit fibular osteotomies. Methods: Ten white New
Zealand rabbits were used. A transverse medial diaphyseal fibular
osteotomy was performed on the right fibula, where an absorba-
ble collagen sponge embedded in osteogenic centrifuged bone
marrow aspirate, obtained from the ipsilateral iliac bone, was in-
serted. The left fibula was used as the control group, where the
collagen absorbable sponge was inserted without the osteogenic
centrifuged aspirate. The rabbits were sacrificed four weeks af-
ter surgery to evaluate bone callus formation. Analyses of results
were performed with DEXA bone densitometry to evaluate callus
mineral mass, multislice computed tomography to evaluate callus
volume and histomorphometry to evaluate the relative rate of tis-
sue formation. Results: The employment of centrifuged osteoge-
nic bone-marrow aspirate resulted in a 40.3%, increase of callus
bone mineral mass and increased relative quantity of bone tissue
formation by 9.4%, without a significant increase in the relative
quantities of cartilage, fibrous tissue, or in callus volume. Con-
clusions: This study shows that the centrifuged osteogenic bone
marrow aspirate was able to improve the healing of experimental
fibular osteotomies in rabbits.
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INTRODUGCAO

Nas Ultimas décadas, as lesdes causadas por acidentes de tran-
sito tornaram-se lideres em nimero de mortes, perda de anos de
atividade produtiva e custo para os sistemas de salude, em todas
as faixas etérias.’ Nos Estados Unidos, cerca de trinta e trés mi-
Ihdes de pessoas sofrem lesdes trauméaticas do sistema musculo

— esquelético anualmente, o que significa uma incidéncia de 13,8
lesdes para cada mil individuos. Dentre estas, aproximadamente
6,2 milhdes séo fraturas.?

Apesar do desenvolvimento da tecnologia médica e do melhor
manejo ortopédico das fraturas nos Ultimos anos, algumas destas
ainda consolidam irregularmente, outras demoram muito tempo
para consolidar e algumas resultam em pseudoartroses.?
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Embora o emprego de enxerto 6sseo autélogo seja considerado
a técnica padrao para se estimular a consolidacéo 6ssea, varias
complicacbes estao associadas a este procedimento, incluindo
danos ao sitio doador, cicatrizes dolorosas, hematomas, infecgao,
claudicacéo e suprimento limitado.

Recentemente técnicas de engenharia tecidual tém apresentando
resultados promissores buscando reparar, substituir ou regenerar
orgaos e tecidos especificos.®8 No dominio da ortopedia, métodos
para captura e transplante de células indiferenciadas precursoras
de osteoblastos, uso de matrizes bioativas para suporte tecidual
e introdugao local ou sistémica de hormonios peptideos e fatores
de crescimento estao em desenvolvimento.”

Friedenstein et al.8°1° demonstraram a eficacia do transplante de
uma cultura de células precursoras indiferenciadas, obtidas da
medula éssea, na neoformacgao 6ssea.

No entanto, a cultura e o transplante de células indiferenciadas da
medula éssea séo procedimentos complexos, dispendiosos e que en-
volvem uma metodologia restrita a grandes centros de pesquisa.'!
Como alternativa, a administragao direta de aspirados de medula
Ossea tem sido pesquisada clinica e experimentalmente, buscan-
do estimular a consolidagao de fraturas, tratar pseudartroses e
preencher defeitos ésseos adquiridos por trauma ou ressecgoes
bsseas cirlrgicas.'> 1

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de um centrifugado
osteogénico, obtido por meio de centrifugacéo de aspirados de
medula 0ssea, em estimular a consolidacao de osteotomias na
fibula de coelhos.

METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa Médica da Universidade Estadual de Londrina e
Universidade de S&o Paulo.

Foram utilizados 10 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova
Zelandia Albino, machos, adultos, com peso médio de 3 kg. O
membro posterior direito de cada animal foi selecionado para a
realizacao do procedimento cirdrgico. Realizou-se uma osteotomia
transversa médio-diafisaria da fibula direita, onde foi adicionada
esponja de coladgeno absorvivel (Gelfoam®), embebida em um cen-
trifugado osteogénico obtido por meio da centrifugagao de aspirado
de medula 6ssea do osso iliaco ipsilateral. A fibula esquerda foi
utilizada como controle, sendo osteotomizada da mesma maneira,
porém apenas a esponja de colageno foi colocada neste local.

Técnica anestésica

Utilizou-se o protocolo de anestesia preconizado pelo Canadian
Concil of American Care. Cada animal recebeu 1 mg/kg de sulfato
de atropina por via intramuscular, dez minutos antes do inicio da
anestesia, para diminuigao do ténus vagal. Em seguida foi feita a
aplicacao intramuscular de uma solucéo contendo 40 mg/kg de
quetamina a 10%, associada a 5 mg/kg de cloridrato de xilazina,
na regiao proximal do membro pélvico. O tempo médio de indugao
anestésica com esta técnica foi de 5 a 10 minutos, proporcionando
uma duragao de aproximadamente 50 minutos. Quando necessa-
rio, a anestesia foi prolongada com a administracéo fracionada de
1 mg/kg de cloridrato de xilazina, a cada 30 minutos. Os coelhos
foram identificados com numeracéo tatuada na orelha, logo apods a
indugao anestésica. Uma méscara com fluxo de oxigénio continuo
foi mantida durante todo o procedimento.

Preparo do centrifugado de medula 6ssea

Cada animal foi submetido a tricotomia da regido da crista iliaca
esquerda. Apds assepsia e anti-sepsia adequadas, uma agulha
apropriada para realizagéo de puncao de medula 6ssea de calibre
16 G, com trocater, foi introduzida na crista iliaca posterior, com

movimentos de rotagdo delicados, atingindo-se a cavidade medu-
lar. O trocater foi entao retirado e uma seringa plastica descartavel
de 20 ml, cuja parte interna foi previamente embebida em uma
solucéo de heparina a 1:1000, foi conectada a agulha. Por meio
de sucgéo por tragéo firme do émbolo da seringa, aspirou-se 5
ml de medula ¢ssea. O material foi entdo processado em condi-
¢oes estéreis em camara com fluxo laminar, preparada 30 minutos
antes do inicio do procedimento. A amostra de 5 ml da seringa
plastica foi transferida para um tubo graduado estéril, inicialmente
por meio de agulha calibre 19 G, e a seguir com agulha 22 G,
para dispersar os agregados celulares. Este material foi levado a
uma centrifuga da marca Excelsa®, modelo 4, sendo centrifuga-
do a 400xg e a 20 graus centigrados, durante 10 minutos. Apds
a centrifugacao, o sobrenadante, de aproximadamente 2 ml, foi
descartado com pipeta Pasteur estéril. Do material sedimentado
no tubo, foram coletados 0,5 ml do “buffy-coat”, que é formado
pela camada intermediéria entre o plasma descartado e as células
sedimentadas no fundo do tubo e onde se espera encontrar uma
maior quantidade de células nucleadas, cuja densidade é maior.
Fazem parte destas células os precursores hematopoiéticos e
células do estroma da medula éssea, local onde se encontram
as células mesenquimais e progenitoras.
O material foi homogeneizado, e uma amostra de 50 microlitros foi
separada para a contagem das células e realizagao de teste de via-
bilidade celular, com o objetivo de evitar a administragéo de células
mortas que pudessem resultar do processo de centrifugacao.
Técnica cirdrgica
O animal permaneceu em decuUbito dorsal em mesa operatéria
apropriada. Foi realizada tricotomia da regiao lateral do membro
pélvico bilateralmente. O campo cirlrgico foi montado com cam-
pos fenestrados estéreis, ficando somente a regido a ser operada
exposta, bilateralmente. Realizou-se uma via de acesso lateral
no membro pélvico, com aproximadamente 2 cm de extenséo,
na regido da pele suprajacente ao terco médio da fibula direita.
Procedeu-se entao a dissecgao por planos, abordando-se a pele,
tecido celular subcutaneo e a fascia dos musculos fibulares, os
quais foram afastados, dissecando-se no plano intermuscular entre
0s compartimentos lateral e posterior da perna. A fibula foi entdo
exposta, evitando-se desnudar seu periésteo. Com o uso de um
fio-serra de Gigli, foi realizada uma osteotomia transversa medio-
diafisaria completa da fibula. (Figura 1) A seguir, uma amostra de
gelatina colagena absorvivel (Gelfoam®) de 0.5 cm? foi embebida
com o centrifugado osteogénico preparada no laboratério (apro-
ximadamente 0,5 ml), e colocada sobre a regiao da osteotomia.
(Figura 2) A ferida operat¢ria foi fechada por planos com fio de
sutura mononylon 4-0, e coberta com curativo estéril impermeavel.
O mesmo procedimento foi realizado na fibula esquerda, porém
apenas o Gelfoam® foi aplicado no local.
Pdés-operatorio
Imediatamente apds o término do procedimento cirdrgico, o animal
foi acondicionado em caixa apropriada, aquecido e isolado dos de-
mais. Foi administrada uma dose intramuscular de pencivet® ppu,
antibacteriano e anti-inflamatério, contendo as benzilpenicilinas G
benzatina e procaina, dihidroestreptomicina e piroxicam. Apds a
recuperacao anestésica total, o coelho foi devolvido a sua gaiola
no biotério, recebendo agua e ragdo a vontade. A carga total nos
membros operados foi permitida imediatamente, sem qualquer tipo
de restricao ou imobilizagéo. Ao final de uma semana, o curativo
e 0s pontos cirdrgicos foram removidos. Os animais foram sacrifi-
cados trinta dias apds a data da cirurgia. Realizou-se a anestesia
com a aplicagao intramuscular, na regiao proximal do membro
pélvico, de uma solucéo contendo 120 mg/Kg de quetamina a
Acta Ortop Bras. 2010;18(6):321-6



Figura 1 - Imagem da osteotomia médio-diafisaria na fibula.

Figura 2 - Imagem da esponja de colageno embebida no centrifugado
osteogénico e aplicada no local da osteotomia da fibula.

10%, associada a 10 mg/Kg de cloridrato de xilazina, seguida da
administragéo intra-cardiaca de solugéo de cloreto de potassio a
20%. As pernas dos animais foram desarticuladas a nivel do joelho
e tornozelo, sendo realizada a disseccao cuidadosa da pega, reti-
rando-se todas as partes moles, com o cuidado de nao se lesar o
calo 6sseo. As pegas foram colocadas em recipientes adequados
com solugéao fixadora e identificadas adequadamente.

Critérios de avaliagao e métodos de mensuracao

A avaliagao dos resultados foi feita por meio de mensuragéao den-
sitométrica, volumétrica e histolégica (qualitativa e quantitativa) do
calo 6sseo formado no local da osteotomia da fibula, comparando-
se o lado direito com o esquerdo (controle).

A densidade mineral dos calos 6sseos em g/cm? foi medida com
densitdbmetro Lunar DPX-A com software especifico para peque-
nos animais.

O volume do calo 6sseo formado foi mensurado com tomografia
computadorizada helicoidal multi-slice utilizando-se um tomografo
multi-slice com oito filas de detectores, modelo light speed ultra (Ge-
neral Electric Medical Systems — Milwakee, WIS, USA). Realizou-se a
Acta Ortop Bras. 2010;18(6):321-6

reconstrugao tridimensional da pega 6ssea estudada e, apds a sele-
¢ao da area do calo (Figura 3), foi calculado o seu volume em mm?.
Realizou-se a descalcificagao das pegas e sua inclusao em para-
fina. Os blocos de parafina contendo as amostras de calo 6sseo

Figura 3 - Reconstrugéo tridimensional comparativa das pecas anatémicas
dos membros posteriores do coelho.

foram submetidos a cortes histoldgicos de 3um de espessura, em
sentido coronal, com micrétomo rotatério e corados pela técnica
do Tricrémico de Mason, A avaliacéo qualitativa comparativa dos
tecidos formados na area da osteotomia foi realizada com auxilio
de Sistema Analisador de Imagem (Kontron Eletronic 300, ZEISS®).
Os resultados obtidos em cada campo correspondente a area dos
diferentes tecidos analisados (0sso, cartilagem e fibrose) foram
submetidos a analise estatistica.

Para a analise das grandezas especificas (variaveis), realizou-se a
estatistica descritiva das amostras ordinais (quantitativas): média
(M), desvio padrao (DP) e erro padrédo da média (EPM).

A normalidade das distribuigdes foi testada pela prova de Kolmo-
gorov-Smirnov (K-S) para variaveis continuas e pelo Coeficiente
de Variagdo de Pearson (CVP). A distribuicao de uma amostra
foi considerada normal quando a prova de Kolmogorov-Smirnov
apresentou p > 0,05 e o Coeficiente de Variagao de Pearson, igual
ou inferior a 30% (CVP < 30%).

A estatistica descritiva das grandezas (amostras) foi apresentada
em tabelas estatisticas e representada na forma de graficos de
coluna (média + erro padrao de média): densidade mineral 6ssea
do calo 6sseo, volume do calo 6sseo, quantidade relativa de 0sso,
de cartilagem e de fibrose no calo ésseo.

Nas comparagoes entre as fibulas tratadas com preparado osteo-
génico e controle, utilizaram-se o teste t pareado para a inferéncia
sobre a diferenga das médias de amostras relacionadas (pare-
adas) e paramétricas E a prova de Wilcoxon para as amostras
relacionadas (pareadas) e nao paramétricas.

Utilizou-se o arredondamento cientifico. Nas tabelas, os valores
das estatisticas descritivas, os resultados dos testes estatisticos
e a probabilidade (p) foram apresentados com duas casas apés
a virgula ou até o primeiro numero significativo.

As diferengas comprovadas estatisticamente foram evidenciadas
por asteriscos (*) nas tabelas.
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Adotou-se o nivel de confianga de 5% (ow = 0,05).

Adotaram-se testes bilaterais ou bicaudais (Hy = W, - @, = 0).
Utilizou-se o programa estatistico GraphPad Software, Inc.® (1996)
Graphpad Prism, verséo 2.01.

RESULTADOS

O resultado da contagem das células nucleadas e do teste de
viabilidade celular empregados apds o processo de centrifuga-
¢ao dos aspirados de medula ¢ssea estéo representados na
Tabela 1.

A anélise comparativa por meio da densitometria ¢ssea revelou
uma maior densidade mineral 6ssea nos calos das osteotomias
onde foi administrado o centrifugado osteogénico. (Tabela 2 e
Figura 4) Nao houve diferenga significativa na mensuracéao volu-
métrica do calo 6sseo. (Tabela 3 e Figura 5) A anélise histologica
quantitativa dos tecidos formados demonstrou uma porcentagem
significantemente maior de tecido 6ésseo no calo das osteoto-
mias onde foi adicionado o centrifugado osteogénico. (Tabela 4
e Figura 6)

DISCUSSAO

A demanda cada vez maior por métodos capazes de garantir a
consolidagao de fraturas, preencher falhas dsseas e curar pseu-
dartroses tem estimulado um significante nimero de pesquisas
tendo em vista o isolamento e desenvolvimento de suplementos
e alternativas ao enxerto 6sseo autdlogo.'®

Apesar da eficacia demonstrada pela terapia de adicao de culturas
de células progenitoras mesenquimais de medula dssea, este tra-
tamento ainda representa um grande desafio técnico e logistico,
nao reprodutivel na maioria dos centros de tratamento comuns.'”
Neste ambito, o emprego do aspirado de medula déssea tem sido
utilizado. Esta técnica tem a vantagem de apresentar morbidade
bastante inferior a da retirada de enxerto 6sseo autdlogo, podendo
ser adicionado junto a uma matriz osteocondutiva e formando
assim um enxerto composto que venha a ser um substituto efe-
tivo aquele. No entanto, o aspirado n&o fracionado de medula
Ossea tem apenas um moderado potencial osteogénico. Mesmo
em adultos saudaveis, estima-se que aproximadamente uma em
50.000 células nucleadas da medula éssea seja capaz de se di-
ferenciar em um osteoblasto.

Devido a estes fatores buscamos, neste estudo, realizar um pro-
cesso de centrifugacao do aspirado de medula 6ssea', visando

Tabela 2 - Estatistica comparativa da densidade mineral 6ssea dos calos
dsseos formados nas osteotomias da fibula nos coelhos.

DENSIDADE MINERAL OSSEA DO CALO OSSEQ
COELHO (10%.g/cm?)
Preparado Osteogénico Controle
1 72 82
2 79 68
3 80 40
4 87 62
5 56 37
6 70 54
7 93 55
8 85 50
9 85 72
10 99 76
M 80,60 59,60
DP 12,32 15,06
EPM 3,90 476
CVP (%) 15,29 25,26
K-S p>0,10 p>0,10
t pareado t=4,43 p=0,002*
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Figura 4 - Comparacéo da densidade mineral 6ssea dos calos
osseos formados nas osteotomias da fibula nos coelhos.

Tabela 1 - Resultados da contagem das células nucleadas e do teste de viabilidade celular do centrifugado de medula 6ssea.

] CELULA NUCLEADA
COELHo | VOLUME DE “BUFFY-COAT" | CONTAGEM MEDIA Viavel viave)
(ml) (10".células/ml) Viabilidade celular (%)
1 2 M 12 2 M

1 1,0 76 16 20 18 1 1 1 94,7
2 05 10,0 105 85 95 5 6 5 95,0
3 05 3,5 29 36 34 1 1 1 97,1
4 0,5 16,4 144 171 158 4 8 6 96,3
5 05 5,1 50 48 49 2 2 2 96,1
6 05 6.9 75 52 64 7 2 5 927
7 0,5 9,9 113 76 95 3 5 4 95,6
8 0,5 2,8 28 25 27 1 1 1 96,4
9 05 96 98 92 95 0 1 1 99,0
10 05 8,2 83 79 81 1 1 1 98,8

onde: 12 = Primeira contagem
22 = Segunda contagem
M = Contagem média

Acta Ortop Bras. 2010;18(6):321-6




Tabela 3 - Estatistica comparativa do volume dos calos ésseos formados
nas osteotomias da fibula nos coelhos.

Tabela 4 - Estatistica comparativa da quantidade relativa de 0sso(%) nos
calos 6sseos formados nas osteotomias da fibula nos coelhos.

VOLUME DO CALO OSSEOQ (mm?) QUANTIDADE RELATIVA DE 0SSO (%)
COELHO — COELHO
Preparado Osteogénico Controle Preparado Osteogénico Controle
! 144 248 1 88,90 81,62
2 st4 268 2 63,83 4325
3 282 221 3 97,93 89,13
4 203 102 4 59,63 52,88
5 230 163 5 83,88 96,25
6 137 50 6 100,00 95,85
7 108 %4 7 88,17 85,43
8 180 131 8 80,66 70,27
9 165 102 9 85,27 74,26
10 161 109 10 72,85 61,68
M 192,40 149,40 M 82,11 75,08
DP 65,63 74,09 DP 13,31 18,07
EPM 20,75 23,43 EPM 4,21 5,71
CVP(%) 34,11 49,59 CVP(%) 16,21 24,07
K-S p>0,10 p>0,10 K-S p>0,10 p>0,10
Wilcoxon w=35 p=0,08 t pareado t=2,65 p=0,03*
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Figura 5 — Comparacédo do volume dos calos 6sseos das fibulas
tratadas com preparado oesteogénico e controle.

incrementar a concentragao efetiva de células mesenquimais pro-
genitoras. Nossos resultados demonstraram, através da contagem
direta das células e realizagdo do teste de viabilidade celular, que
conseguimos, em média, triplicar o numero de células nucleadas
presentes no “buff-coat”, sem causar uma mortalidade signifi-
cativa dessas células. Connolly et al.’'® compararam o niimero
de células nucleadas presentes em aspirados de medula 6ssea
com o obtido apds varios métodos de centrifugacdo. O nimero
médio de células nucleadas nos aspirados de medula 6ssea foi
de 2 X 108 células por mililitro, enquanto que este mesmo nimero
apoés a centrifugacao simples foi de 3,6 X 106 células por mililitro.
Implantando as diferentes preparagdes osteogénicas obtidas apos
centrifugagao em cameras de difusao colocadas na cavidade pe-
ritoneal de coelhos, comprovaram que a osteogénese no interior
das cameras € diretamente proporcional a concentragao celular
da solugéo osteogeénica.

Acta Ortop Bras. 2010;18(6):321-6

Figura 6 — Quantidade relativa (%) de osso no calo ésseo das fibulas
tratadas com preparado osteogénico e controle.

Nossos resultados demonstraram que o emprego do centrifuga-
do osteogénico induziu a uma maior densidade mineral 6ssea
nos calos das osteotomias, mas nao levou a formagao de um
calo de maior volume. Como nao houve diferenca significativa na
mensuragao volumétrica do calo 6sseo, podemos inferir que a
adicéo do centrifugado osteogénico resultou numa melhora qua-
litativa do calo 6sseo, fato este corroborado pela histomorfome-
tria, que demonstrou uma porcentagem maior de tecido dsseo
nestes calos.

Em sua maioria, os estudos experimentais que avaliam con-
solidacdo 6ssea utilizam métodos radiogréficos distintos para
a mensuragao do calo ésseo formado, sem um padronizagdo
aceitavel."*181% Variaveis como tempo de exposigdo ao Raio-x,
distancia do tubo, filme utilizado, quantidade de Raio-x aplicado,
entre outras, nao sao uniformes. Uma simples exposigao mais
prolongada ou uma carga maior dos Raios-x pode mascarar o
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verdadeiro volume do calo ¢sseo formado. Por isso optamos
pela tomografia helicoidal multi-slice, que tem a vantagem de
permitir uma avaliagéo tridimensional da estrutura estudada. Os
cortes das imagens adquiridas pelo tomdégrafo séo processados
em uma estacgéo de trabalho computadorizada que reconstréi a
imagem e permite sua visualizagdo em movimento em tempo real.
Comparando-se visualmente o volume do calo nas radiografias
normais com o obtido com a tomografia multi-slice, verificamos
que nas radiografias este volume aparenta sempre ser menor,
pois nas fases iniciais da consolidagéao os calos ainda nao estao
totalmente calcificados. Com isso, eles nao sao visualizados em
sua totalidade nas radiografias comuns.

Apesar de estudos prévios valorizarem o volume do calo 6sseo
como fator relacionado a qualidade da consolidagéo 6ssea, Boer
et al ?° demonstraram que a relacéo do volume do calo 6sseo com
suas propriedades mecéanicas é mais importante nas fases iniciais
da consolidagédo 6ssea, quando o calo ainda esta aumentando de
volume. Nas fases tardias, o curso natural da cicatrizagdo leva a
uma diminuicao do volume total, caracterizada pela reabsorcao do
calo periostal. Levando-se em conta a densidade do calo isolada,
o produto do volume do calo por sua densidade nao melhorou a
correlagdo com as propriedades biomecanicas, indicando que o
volume do calo n&o foi uma variavel importante na determinagao
da resisténcia do 0sso em consolidagéo.

Apesar dos resultados positivos obtidos neste estudo, a amostra
utilizada pode ser considerada insuficiente para a transposigcao
dos resultados para a pratica clinica. No entanto, isto se deveu
as novas determinagdes dos Comités de Pesquisa em Experi-
mentagao Animal, que enfatizam a necessidade de se utilizar o
menor nimero possivel de animais que traga um resultado esta-
tistico aceitavel. Embora nossa amostra individual seja pequena
(10 coelhos), em realidade, a utilizacdo de ambos os membros
posteriores dos animais de forma comparativa funciona como se
fossem 2 grupos separados de 10 animais, um “controle” e outro
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