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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Estudo comparativo entre
diversas técnicas de confeccao
de modelo experimental

de sinusite inflamatoria em
coelhos

Henrique Olival Costa ’, Giulliano Enrico Ruschi
e Luchi ?, Artbur Guilerme Augusto 3, Marilia
Castro*, Flavia Coelbo de Souza >

Resumo

A criacao de modelos de estudo das rinossinusites € ne-
cessaria para compreensao de seus aspectos fisiopatologicos.
Objetivo: Sugerimos neste estudo estabelecer um modelo
experimental fidedigno, reproduzivel e consistente para a
rinossinusite inflamatéria sem uso de inoculacao de agentes
infecciosos em coelhos. Tipo de Estudo: Experimental. Ma-
terial e Método: Foram utilizados 20 coelhos neste estudo.
Os animais foram submetidos a 4 intervencoes diferentes:
colocacao de tampao de esponja unilateral, obliteracao unila-
teral de 6stio nasal com cianoacrilato, instilacio unilateral de
antigenos em seio maxilar e instilacao de sangue em cavidade
maxilar unilateral. Os animais foram acompanhados até 15
dias do inicio do estudo e ao final do periodo de seguimento
foram anestesiados e sacrificados. Os seios maxilares foram
avaliados histologicamente e os resultados comparados com
os seios maxilares contralaterais para controle e entre os
grupos de intervencio. Resultados: Todos os animais do
estudo desenvolveram rinorréia amarelada unilateral até o 15°
dia de acompanhamento. Apenas os animais que receberam
sangue nao apresentaram alteracdes histologicas compati-
veis com rinossinusite purulenta. Conclusdes: O uso de
esponja e cola para obstru¢iao do 6stio meatal e a aplicacio
de toxdide sao eficientes como produtores de modelo de
rinossinusite. A aplicacio de sangue no antro nio produz
0s mesmos resultados.

Comparative study of several
sinusitis experimental
modelling techniques in rabbits

Palavras-chave: coelhos, experimental, modelo, rinossinusite,
sinusite.
Keywords: rabbits, experimental, model, rhinosinusitis,
sinusitis.

Summary

Experimental models for clinical studies of rhinosinusitis
are needed. Aim: to define a reliable, solid and reproducible
experimental model for inflammatory rhinosinusitis with no
innoculation of infectious agents in rabbits. Study design:
Experimental. Material and Method: Twenty 20 rabbits were
divided into 4 groups submitted to 4 different interventions:
the placement of a unilateral nasal fossa sponge, unilateral
obliteration of the nasal ostium with cyanoacrylate, unilateral
placement of antigens in the maxillary cavity and unilateral
placement of blood in the maxillary cavity. The animals were
monitored for 15 days and then anesthetized and sacrificed;
the maxillary sinuses were evaluated histologicaly and results
were compared with controls and between the intervention
groups. Conclusion: Sponje and glue as agents of meatal
obstruction and toxoid aplied in the antrum are efficient as
methods for rhinosinusitis modeling. Blood was not efficient
in producing sinusitis.
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INTRODUCAO

A prevaléncia de doencas infecto-inflamatérias das
vias respiratorias € extremamente alta na populacao geral
(cerca de 25% da populacao tem rinite alérgica e ha uma
média de 4 gripes ao ano para cada habitante, e um total
de 680.000 rinossinusites agudas ao ano, somente no Bra-
siD) e o custo dos medicamentos utilizados ¢ elevado (o
custo médio do tratamento de uma rinossinusite aguda &
de R$ 20,00. Nos EUA se estima que os gastos com esta
enfermidade seja de até 5 bilhoes de dolares/ano)'.

O tratamento das rinossinusites pode ter diversas
linhas de conduta, estendendo-se desde o uso de antiin-
flamatorios topicos e sistémicos até a instilacio de subs-
tancias adstringentes, uso de fluidificantes e anti-sépticos
até a administracio de antibi6ticos.

Além da natural dificuldade de categorizar os diver-
s0s processos patolégicos regionais, levando a se colocar
na mesma classe infeccdes processos alérgicos e alteracoes
anatOmicas, ha a possibilidade de co-existéncia de fatores
patogénicos em um mesmo caso.

Essa situacio leva a muitas impropriedades no
estudo clinico das rinossinusites.

Isso posto, entendemos que fica exposta a necessi-
dade de se criar modelos experimentais adequados para
o estudo clinico das rinossinusites.

A literatura mundial tem apresentado diversas ten-
tativas de modelacao em animais, sendo os estudos com
roedores os mais freqiientes. Aparentemente ha uma razao
fisiopatoldgica para que isto ocorra, visto que tanto a ana-
tomia quanto a fisiologia nasal destes animais se assemelha
bastante com as caracteristicas humanas.

Dentre os roedores estudados, os coelhos, as
cobaias albinas e ratos Wistar e Sprague-Dawley se des-
tacam, sendo as primeiras consideradas mais adequadas
para estudos onde se exijam manipulacdo cirtrgica ou
procedimentos invasivos, mas tendo alto grau de mor-
talidade quando mantidos em estresse e sendo 0s ratos
considerados melhores para os estudos de médio e longo
prazo, por serem mais resistentes. As cobaias ficam no
meio termo entre um € outro.

Ha procedimentos os mais diversos com o intuito
de se obter uma inflamacao nos seios paranasais similar
aos processos de rinossinusites habituais.

Estudos sugerem desde manobras de obliteracao
das fossas nasais, obliteracao dos Ostios de drenagem
sinusal, instilacio de mediadores do processo inflamato-
rio nos seios da face até a coloca¢iao de materiais que se
prestem a meio de cultura nas fossas nasais.

Além desses métodos considerados assépticos, ha
estudos usando a inoculagio in vivo de agentes infeccio-
sos, fingicos, bacterianos e virais'?2.

Entretanto, nio se localiza na literatura estudos
comparativos, com detalhamento do método e de des-

cricao morfoldgica e anatomopatoldgica, além de haver
uma excessiva variedade de procedimentos para se obter
o resultado inflamatério.

O fato de serem descritas muitas maneiras de se ob-
ter um resultado final, de nao haver maiores esclarecimen-
tos metodologicos e de nao haver comparacio entre estes
métodos, obriga-nos a concluir que nao temos informacoes
suficientes para a confeccao segura de experimentos em
animais que exijam modelagem de rinossinusites, levando
a maijor chance de vieses de performance e dificuldade
de controle.

Portanto, sugerimos neste estudo estabelecer um
modelo experimental fidedigno, reproduzivel e consistente
para a rinossinusite inflamatéria sem uso de inoculacio
de agentes infecciosos em coelhos.

MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado em biotério, em animais de
experimentacao, sob a supervisio veterindria, apos apro-
vacio do Comité de Etica em Experimentacio em Animais
da Santa Casa de Sao Paulo, sob protocolo de N°. 117.

Os animais estudados foram coelhos New Zealand,
de 6 meses de idade e peso de 2,3 a 3,5kg, uma vez que
apresentam estrutura anatodmica do nariz semelhante a dos
seres humanos e oferecem boas condicdes de manipula-
cdo, acompanhamento e avaliacao.

Um total de 20 coelhos foi utilizado no estudo,
tendo sido divididos em 4 grupos com 5 animais em cada.
Cada grupo foi submetido a um procedimento diferente
com o intuito de se obter uma resposta inflamatéria con-
trolada nos seios paranasais.

Todos os animais foram pesados antes do procedi-
mento e diariamente até seu sacrificio. A quantidade de
alimentacio ingerida diariamente foi controlada. A tempe-
ratura auricular foi mensurada duas vezes ao dia.

Os animais foram avaliados quanto a alguns para-
metros clinicos que podiam indicar suas condicoes clinicas.
Os parimetros avaliados foram: aceitacio da alimentacio,
peso e temperatura.

Os animais foram acompanhados até 15 dias do
inicio do estudo e ao final do periodo de seguimento
foram anestesiados e sacrificados.

Procedimentos

Os animais foram submetidos 2 anestesia geral
previamente ao procedimento cirirgico e mantidos sob
ventilacao espontinea.

Foram submetidos 2 medicacio anestésica com
Zoletil® na dose de 0,4 ml/Kg de peso aplicado por via
intramuscular. Foram mantidos com anestesia e ventilacao
espontanea.

O espéculo nasal foi posicionado para a exposi-
cdo da cavidade nasal do lado sorteado no momento do
procedimento.
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Nos grupos 1 e 2, uma vez posicionado o espéculo,
um spray de 0,8ml de xilocaina com epinefrina a 2% ® foi
instilado na fossa nasal a ser manipulada e aguardamos 3
minutos para o inicio do procedimento.

De acordo com o grupo de intervencao, os animais
foram submetidos a um dos seguintes procedimentos:

Grupo 1: Composto por 5 animais. Os animais
desse grupo de estudo foram submetidos a inser¢ao de es-
ponja de banho recortada, com dimensoes de 4cm x 0,5cm
x lecm em uma das fossas nasais, decidida aleatoriamente
por sorteio. O procedimento foi considerado encerrado
quando nos certificamos da correta colocacao da esponja
e preenchimento de toda a fossa nasal.

Grupo 2: Composto por 5 animais. Os animais
desse grupo de estudo foram submetidos 2 instilacao de
cianoacrilato em infundibulo para obliteracao de Ostio
nasossinusal, em uma das fossas nasais, decidida aleato-
riamente por sorteio. O procedimento foi considerado en-
cerrado quando verificamos a obliteragao total do Ostio.

Grupo 3: Composto por 5 animais. Os animais
desse grupo de estudo foram submetidos a retirada de
1ml de sangue venoso periférico e instilacaio por puncao
percutanea em um dos seios maxilares, decidido aleato-
riamente por sorteio. O procedimento foi considerado
encerrado quando da instilacao total do sangue no seio
paranasal escolhido.

Grupo 4: Composto por 5 animais. Os animais des-
se grupo de estudo foram submetidos a instilacao de 1ml
de toxodide preparado laboratorialmente, contendo 50% de
toxoide estafilococico e 50% de toxoéide estreptocdceico, por
puncio percutinea em um dos seios maxilares, decidido
aleatoriamente por sorteio. O procedimento foi conside-
rado encerrado quando da instilacio total dos antigenos
no seio paranasal escolhido.

Em todas as intervencoes, o seio maxilar e a fossa
nasal niao submetidos ao procedimento foram usadas
como controle.

Ap0s 15 dias de acompanhamento, os animais foram
anestesiados e submetidos a eutandsia.

Neste momento, a meso-estrutura facial foi retirada
em bloco e formolizada para estudo anatomopatologico
posterior.

Exame anatomopatologico

Apos congelamento dos blocos de meso-estrutura,
foram estabelecidos cortes coronais seriados na distancia
de 3mm da parede anterior do seio maxilar até sua parede
posterior e estudado o padrao histologico do mesmo.

As laminas foram preparadas por um Unico patolo-
gista e avaliadas por trés profissionais habilitados de ma-
neira cega quanto ao grupo a que o espécime pertencia.

Foram considerados parametros definidores de
reacao inflamatoria qualitativos e quantitativos a presenca
de cachos de neutrdfilos, de eosindfilos, de regides com

perda de células de revestimento, de células caliciformes
e de células inflamatorias induzidas pela 6xido nitrico
sintetase (iNOS)-positivo.

RESULTADOS

Todos os animais do estudo desenvolveram rinorréia
amarelada unilateral até o 15° dia de acompanhamento.

A grande maijoria teve uma discreta perda de peso
no primeiro dia apds o procedimento, evoluindo poste-
riormente com ganho de peso progressivo normal para
o periodo.

A temperatura teve uma variacdo maxima de 0,8°C
durante todo o periodo, nao tendo caracterizado febre
em nenhum animal.

O estudo anatomopatologico da meso-estrutura fa-
cial revelou, nos animais do grupo 1, processo inflamatério
agudo intenso na cavidade nasal e seio maxilar, envolven-
do corpo estranho amarelado fragmentado, que correspon-
dia 24 esponja, com epitélio ulcerado e neoformacao capilar
no coérion, caracterizando tecido de granulagao (Figura 1).

Figura 1. Mucosa de seio maxilar mostrando processo infecto-inflama-
tério moderado para intenso e presenca de corpo estranho (esponja).
Coloragao HE, 40X.

Nos animais do grupo 2, o relato dos patologistas revelou
processo inflamatério agudo purulento moderado, com
macrofagos de permeio na cavidade nasal e seio maxilar,
envolvendo corpo estranho filamentoso e rdseo claro,
que correspondia ao cianoacrilato, com ulceracao epitelial
e neoformacao capilar e infiltrado linfoplasmocitdrio no
corion (Figura 2). No grupo 3, a andlise de trés animais
revelou processo inflamatorio agudo purulento discreto
e algumas hemdcias na cavidade nasal e seio maxilar.
Em dois animais desse grupo so foi relatado presenca de
hemdcias na cavidade nasal e luz do seio maxilar, sem
referéncia a processo inflamatério. Na andlise do grupo 4,
todas as descri¢oes referiram processo inflamatério agudo
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purulento discreto e hemdcias na cavidade nasal e luz do
seio maxilar. Em todos os animais, foi utilizado o lado
contralateral como controle e nao foi descrita nenhuma
alteracao inflamatoéria nessas pecas.

Figura 2. Corte transversal de mucosa de seio maxilar de coelho mos-
trando intensa reacao inflamatéria, com actimulo de fibrina e hemacias
no entorno, o material amorfo representa a cola, Coloracao HE, 40X.

DISCUSSAO

Na literatura estao disponiveis inimeros trabalhos
que estudam as alteracoes mais freqiientes da mucosa
nasossinusal acometida por um processo inflamatério e
os principais aspectos de seu tratamento. Também ¢é am-
plamente discutido qual deve ser o modelo de pesquisa
utilizado nesses estudos, levando em conta o animal a ser
utilizado e os meios para provocar a rinossinusite. Estamos
desenvolvendo alguns estudos nessa area, na tentativa de
padronizar um modelo experimental de rinossinusite, com
metodologia detalhada, para eliminar a possibilidade de
Vi€s nessas pesquisas.

Os diversos autores que desenvolvem pesquisa
nessa area utilizam meios variados para confeccao dos
modelos. Alguns introduzem cepas de bactérias patogé-
nicas no interior do seio da face, associado ou nio a um
bloqueio do 6stio de drenagem. Este tipo de enfoque,
apesar de eficiente, leva a dificuldades operacionais, pois
necessita de ambiente protegido para a manipulacao de
espécies patogénicas, o que inviabiliza o seu empregos
em unidades de pesquisa menos aparelhadas.

Cable (2000)%, em seu estudo sobre a eficacia de
corticosterdides no tratamento de rinossinusite, introduziu
cirurgicamente cepas de Pseudomonas em seios paranasais
de coelhos. Stierna (1991)* comparou as alteracdes pato-
logicas da mucosa sinusal de coelhos quando inoculada
secrecio de Streptococcus pneumoniae e Bacterdides
fragilis, apos o bloqueio do 6stio maxilar. Observou al-

teracoes mais intensas e pronunciadas nas mucosas em
que foi instilada a secrecao de Bacterdides. Nestas, além
das alteracoes ja esperadas de um processo inflamatorio,
observou adelgacamento do peridsteo, neoformacio
Ossea, rinorréia mais pronunciada, com maior nivel de
lactato, indicando metabolismo anaerobio. Westrin (1992)°
induziu sinusite em coelhos, bloqueando o 6stio do seio
e inoculando solu¢io de Bacteroides fragilis. Também
concluiu que os danos inflamatorios sao maiores quando
comparados a infeccao causada por pneumococo.

No estudo de Maeyama (1981)° foi utilizada solu¢do
de Staphylococcus, por instilagao percutinea. Apos duas
semanas, verificou-se o desenvolvimento de sinusite em
alta incidéncia, através de microscopia eletrOnica e ana-
lise histolégica. Johansson (1988)” utilizou um modelo
de coelhos semelhante ao nosso, obstruindo o Gstio e
instilando 1 ml de toxoéide de Streptococcus no interior do
seio. Observou o desenvolvimento de sinusite em todos os
animais. Em outros dois grupos, em que foi bloqueado o
ostio isoladamente ou instilado toxdide em seio com Ostio
pérvio, nao houve desenvolvimento de infeccao. Estes
resultados estio em desacordo com nossos achados, pois
tivemos uma grande taxa de rinossinusite nos coelhos com
a inoculacao de toxdide, mesmo com o Gstio aberto.

No estudo de Kara (2002)%, utilizando coelhos, a
sinusite sO se desenvolveu nos animais que tiveram o
ostio maxilar obstruido com esponja hemostatica absor-
vivel embebida em solucio de Staphylococcus. No grupo
em que foi apenas obstruido o dstio, com esponja estéril,
nao se desenvolveu a patologia, até a vigésima semana de
observacio. No ano de 2003, esse mesmo autor publicou
uma revisao da metodologia de desenvolvimento do mo-
delo de sinusite em coelhos, onde defende que este ¢ um
modelo fidedigno a patologia em humanos. Também este
estudo nao alcancou os mesmos resultados que o nosso,
visto que a simples obstrucao da fossa nasal com esponja
foi suficiente para produzir o modelo’.

Marks (1997)', em uma tentativa de padronizar um
modelo de sinusite bacteriana em coelhos, introduziu um
corpo estranho na cavidade nasal, em seguida instilou
solucio de bactérias patogénicas, também na fossa nasal.
Observou o desenvolvimento de sinusite em 50% dos ani-
mais, com pico de intensidade da reacao inflamatoria até
a segunda semana, quando esta diminui progressivamente
até a quarta semana, quando jd se observam alteracoes
patologicas cronicas na mucosa. Este tipo de estudo de
maior duracao deve ser repetido por nés, visto que os
autores nao conseguiram a manutencao do processo
inflamatorio por muito tempo, o que poderia inviabilizar
o uso do modelo para estudos mais longos. Drettner
(1987)'" desenvolveu um modelo de sinusite em coelhos
através da exposicao cirtrgica do seio maxilar, bloqueio
do 6stio nasal e introducao de colénias de Streptococcus
pneumoniae. Apos 4 dias, as coldnias foram retiradas e
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os seios maxilares avaliados histologicamente. Observou
adelgacamento da mucosa do seio, dilatacio de vénulas,
aumento do fluxo sanglineo e infiltracao de granuldcitos.
Nio evidenciou presenca de bactérias na mucosa.

Na tentativa de padronizacao do modelo de sinusite
fangica em coelhos, Dufor (2005)", concluiu que se pode
induzir sinusite através do bloqueio do Ostio e inoculacio
de cepas do fungo no interior do seio. No grupo em que
nao foi bloqueado o 6stio, nao houve desenvolvimento
de patologia, apesar da inoculacao do fungo.

Cetin (2002)"* comprovou o desenvolvimento de
rinossinusite provocada por cateterizacao da fossa nasal
de coelhos. Procedeu a cateterizacdo e analisou os animais
no final da primeira, segunda e quarta semanas, através de
imagem de tomografia computadorizada, andlise micro-
biolégica e histopatologica. Concluiu que a cateterizacao
da fossa nasal é um fator predisponente de rinossinusite,
sendo potencializado pelo tempo mais longo de perma-
néncia da sonda e calibre mais grosso desta.

Hinni (1992)" avaliou as alteracoes funcionais
precoces - até o 52 dia - da mucosa sinusal através da
obstrucao do dstio e inoculacio de cepas das bactérias
mais comumente envolvidas nesses processos inflama-
torios. Encontrou uma diminuicao de células ciliadas e
correspondente alteracao da atividade mucociliar, de-
pendente do microorganismo envolvido, sendo esse um
importante fator predisponente ao desenvolvimento de
sinusite aguda.

Hurley (2001)", em seu estudo de andlise quantita-
tiva de leucotrienos, criticou e apontou falhas no modelo
de sinusite maxilar em coelhos, utilizado amplamente
desde os anos 80. Afirma que o modelo nao reproduz com
fidelidade a patologia em humanos, devido as bactérias
comumente envolvidas nas infeccdes humanas nao serem
tao patogénicas em coelhos. Afirma também que o seio
maxilar do modelo € muito pequeno, o que limita a ob-
tencao de material para analise. Essa opinido € controversa
a publicada por Kara’.

Todos estes estudos mostram que had diversas
maneiras de se estabelecer um modelo experimental de
rinossinusite, entretanto as varidveis sao em grande nu-
mero. Consideramos que a possibilidade de se estabelecer
um modelo barato e de ficil execucao, com o uso de
material acessivel seja fundamental para a experimentacio
€m nosso meio.

Nosso estudo conseguiu atingir resultados seme-
lhantes ao da literatura com procedimentos apropriados
a nossa realidade com consisténcia suficiente do ponto
de vista histologico.

A utilizacao de esponja e toxoéide parece ter a me-
lhor logica e confiabilidade e pretendemos aprofundar
nossa investigacao estudando esta associacio por um
periodo de tempo maior.

CONCLUSAO

Concluimos que € possivel padronizar um modelo
de rinossinusite em coelhos, com um periodo de obser-
vacao de 15 dias. Dentre os quatro métodos utilizados,
obtivemos um processo inflamatorio mais intenso apds a
introducao de esponja preenchendo a fossa nasal enquan-
to o uso de sangue na cavidade produziu pouca reacio
inflamatoria.
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