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Sinusitis; Introduction: For decades, animals have been used in sinonasal experimental models, and the
Animal models; practice has increased substantially in the last few years. This study aimed to assess the
Rabbits pathogenesis of infectious process and medication efficiency to treat rhinosinusitis.

Objective: To evaluate the efficiency of the proposed experimental model to induce an acute
bacterial sinonasal infectious process through histological analysis and sinus secretion
cultures.

Methods: This was an experimental study with 22 New Zealand rabbits, divided into: group A
(six rabbits), group B (seven rabbits), group C (seven rabbits), and group D (control group
withtwo rabbits). Rhinosinusitis was induced by the insertion of a synthetic sponge into the
rightnasal cavity of 20 animals (study groups), followed by the instillation of bacterial strains
(50% Staphylococcus sp. and 50% Streptococcus sp.). The groups were euthanized within 10 days
(group A), 17 days (group B), and 30 days (groups C and D).

Results: All the rabbits of the study group developed acute bacterial rhinosinusitis, which was
diagnosed through macroscopic evaluation, histological analysis, and sinus secretion culture.
Conclusion: the proposed model is technically simple to perform, it is similar to the rhinogenic
model in human beings, and it is highly efficient to reproduce an acute bacterial sinus
infection.
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PALAVRAS-CHAVE
Sinusite;

Modelos animais;
Coelhos

Avaliacdo da capacidade de um modelo experimental para inducdo de rinossinusite
bacteriana em coelhos

Resumo

Introducdo: A realizacao de modelos experimentais nasossinusais em animais vem sendo reali-
zada ha décadas, com substancial aumento nos Gltimos anos. Tem como objetivos identificar
as alteracoes fisiopatoldgicas ocasionadas pelo processo infeccioso sinusal e avaliar a eficacia
de medicamentos no tratamento da rinossinusite.

Objetivo: Avaliar a eficacia do modelo experimental proposto para a inducdo de um processo
infeccioso nasossinusal agudo bacteriano, utilizando parametros histopatoldgicos e cultura da
secrecao sinusal.

Método: Estudo experimental com 22 coelhos da raca Nova Zelandia, divididos em: grupo A (6
coelhos), grupo B (7 coelhos), grupo C (7 coelhos) e grupo D (controle com 2 coelhos).Induzido
quadro de rinossinusite através da insercao de esponja sintética nas fossas nasais direita dos 20
coelhos (grupos de estudo), seguido por instilacdo de toxoide bacteriano (50% estreptococico,
50% estafilococico). Os grupos foram sacrificados com 10 dias (grupo A), 17 dias (grupo B) e 30
dias (grupos C e D).

Resultados: Todos os coelhos do grupo de estudo apresentaram quadro de rinossinusite aguda
bacteriana, através da identificacdo macroscopica, analise histoldgica e cultura das
secrecoes.

Conclusao: O modelo proposto apresenta simplicidade técnica para sua execucao, similaridade
ao quadro rinogénico que acomete os humanos e é altamente eficaz na producdo de um quadro
infeccioso bacteriano agudo sinusal.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducao

A rinossinusite é uma das doencas mais prevalentes atual-
mente. E a quinta doenca mais comum que requer uso de
antibidticos.! Aproximadamente 25 milhdes de pessoas sdo
diagnosticadas com rinossinusite por ano nos EUA, tornando
esta uma das principais doencas que requer atendimento
médico com otorrinolaringologistas ou generalistas. Os cus-
tos diretos e indiretos associados as rinossinusites sao altos,
incluindo métodos diagnosticos, terapéuticos, procedimen-
tos, medicacdes e diminuicao da produtividade.?

A prevaléncia das RSA (rinossinusite aguda) e RSC (rinos-
sinusite cronica) na populacao geral é bastante elevada,
porém existe uma dificuldade em se estimar exatamente
este valor, principalmente porque boa parte dos episddios
sdo autolimitados e pouco sintomaticos, nao levando o
paciente a buscar assisténcia médica. As rinossinusites sao
responsaveis por 9% do total de antibidticos prescritos para
a populacao pediatrica e 21% do total prescrito para a popu-
lacao adulta nos EUA, gerando gastos de cerca de 5,8 bil-
hoes de dolares anuais, sendo 150 milhdes de dolares em
antibiéticos.>*

A literatura mundial tem apresentado diversas tentativas
de modelacao em animais, sendo os estudos com coelhos os
mais frequentes. Estes animais apresentam anatomia e
fisiologia muito semelhantes aos humanos. Sao os mais ade-
quados para estudos que exijam manipulacao cirdrgica,
porém apresentam alto grau de mortalidade quando manti-
dos em estresse. Outros animais utilizados para estudos sao
os ratos Wistar e Sprague-Dawley, cobaias e ovelhas.>”

Os modelos experimentais de rinossinusite citados na lite-

ratura tém como objetivo causar uma inflamacao dos seios
paranasais semelhante aos processos de rinossinusite habi-
tuais. Os modelos experimentais tém sido utilizados para
estudo da fisiopatogenia da inflamacao e avaliacao dos
resultados de tratamento.?'° Estudos sugerem manobras de
obliteracdo das fossas nasais, obliteracdo dos o6stios de dre-
nagem sinusal, instilacdo de mediadores do processo infla-
matorio e até materiais que atuam como meio de cultura
nas fossas nasais.'''*

Nao encontramos na literatura algum modelo experimen-
tal de rinossinusite aguda bacteriana que tivesse sido reali-
zado e descrito detalhadamente, através das analises histo-
logicas de ambos os seios maxilares (lado induzido e lado
contralateral) e das analises microbioldgicas de ambos os
lados dos seios maxilares, em um quadro infeccioso bacte-
riano.

Também nado encontramos na literatura algum estudo que
tenha realizado a analise do tampao nasal, quando este foi
utilizado como método para inducdo do quadro de rinossin-
usite bacteriana. Esta analise poderia ser realizada na ten-
tativa de correlacionar os achados microbioldgicos da cavi-
dade nasal com o seio maxilar. Poucos estudos analisaram
esta correlacao e nao encontraram resultados significati-
vos."

Observamos, ainda, que muitos estudos realizados tinham
como objetivos a producao de um quadro infeccioso ou a
avaliacao da eficacia terapéutica de medicamentos. Portan-
to, poucos avaliaram as alteracdes histologicas e microbio-
logicas no periodo subsequente ao diagnéstico do processo
infeccioso agudo sinusal sem a utilizacao de algum medica-
mento, apos a retirada do tampao nasal; ou seja, ndo ana-
lisaram o periodo de recuperacao.
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Dessa forma, podemos identificar que a literatura carece
de um modelo experimental de rinossinusite aguda com
metodologia detalhada, através da avaliacao de parametros
microbioldgicos e histopatoldgicos em ambos os lados dos
seios maxilares, analise do tampao nasal para pesquisa da
relacado entre as bactérias encontradas nos seios e nas fossas
nasais, e que seja de simples execucao, facilmente repro-
dutivel e altamente eficaz na geracao de um quadro infec-
cioso agudo bacteriano.

Existem ainda algumas dividas na literatura com relacao a
fisiopatologia e ao tratamento das rinossinusites agudas, como
o periodo esperado ap6s o diagnostico da afeccao para o inicio
da terapéutica com antibidticos, a avaliacao de pacientes com
recidiva do quadro logo apos o término de tratamento e por-
que alguns pacientes desenvolvem quadros recorrentes e/ou
cronicos apds um episodio agudo de rinossinusite.

Método

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimen-
tacao Animal (CEEA) e realizado em Instituto Privado, sob o
numero de aprovacao 008-12. Os animais foram confinados
em gaiolas individuais, adequadas para raca e peso. Os mes-
mos tiveram oferta livre de racdo e agua durante todo o
periodo em que estiveram confinados. Todos os animais
foram mantidos em condicdes uniformes, por um periodo de
oito dias antes do inicio do estudo. Todos os procedimentos
cirrgicos e experimentais foram realizados no mesmo ins-
tituto, de acordo com os principios éticos na experimen-
tacdo animal, postulados pelo codigo brasileiro de experi-
mentacdo em animais (COBEA). As preparacdes e analises
histologicas foram realizadas em laboratorio privado. Os
estudos microbiologicos foram feitos no laboratorio de
microbiologia de um hospital terciario.

Foram utilizados 22 coelhos da raca Nova Zelandia, adul-
tos, brancos, de ambos os géneros, com peso entre 2500-
3000 g no inicio do experimento. Os coelhos foram divididos
em quatro grupos: grupo A (seis coelhos), grupo B (sete
coelhos), grupo C (sete coelhos) e grupo D como controle
(dois coelhos). Os coelhos do grupo A foram sacrificados no
dia da remocao do tampéo, 10 dias apos a inducao do expe-
rimento. Os coelhos do grupo B foram sacrificados 17 dias
apos a inducao, e os coelhos do grupo C foram sacrificados
30 dias apds a inducdo. Os dois coelhos do grupo D foram
mantidos em ambiente separado, em uma sala diferente dos
animais dos grupos de estudo, durante 30 dias, e sacrifica-
dos juntamente com os coelhos do grupo C (tabela 1).

Foi realizado experimento para obtencao de um processo
inflamatorio nasossinusal, através da cavidade nasal dos
animais, simulando uma rinossinusite infecciosa aguda. Os
coelhos foram submetidos a anestesia geral e colocacao de
Merocel® estéril medindo 0,3 x 0,5 x 2,5 cm em fossa nasal
direita com o uso de uma pinca baioneta estéril, seguido
pela instilacao de 1 mL de toxoide estreptocdcico e estafi-
lococico (Toxoidepot®) em fossa nasal ipsilateral com o uso
de uma seringa e agulha de insulina estéreis. Realizamos a
instilacao do toxoide no interior da fossa nasal apos a colo-
cacao do tampao nasal para que pudéssemos padronizar a
quantidade de toxoide em todos os animais. O tampao foi
retirado no 10° dia ap6s o inicio do experimento em todos
os animais dos trés grupos de estudo.

Tabela 1 Descricao dos grupos de animais, nimero de
coelhos e os dias de sacrificio e remocao dos tampoes
nasais

Grupo Coelhos Sacrificio Remocgéao
(n°) (dia) tampao (dia)
A 6 10 10
B 7 17 10
C 7 30 10
D 2 30

Foi realizada a abertura e a exposicao da parede anterior
dos seios maxilares bilateralmente em cada animal, inicial-
mente do lado esquerdo para evitar contaminacao do lado
contralateral ao da inducao do experimento, com coleta de
secrecao do interior dos mesmos através de swab (Cutu-
ret®). Os materiais foram mantidos em local com tempera-
tura ambiente, sem exposicao solar e encaminhados ao
laboratorio apos 24-36 horas da coleta.

Todas as amostras de secrecao foram preparadas em lami-
nas e coradas pela técnica de Gram, para realizacao de
exame bacterioscopico. Desta forma, as laminas foram
coradas com violeta de metila, fixadas com lugol, descora-
das com alcool etilico e coradas novamente com safranina.
Realizou-se leitura das laminas por meio de microscopia
otica, com objetiva de imersao (1000x).

Ap0s o exame bacterioscopico, os materiais foram semea-
dos em cultura agar sangue, agar chocolate e agar Sabouraud.
As placas de agar sangue e agar chocolate foram incubadas
a temperatura de 35 + 2°C. Foram realizadas leituras diarias
das placas até completar 48 horas para os meios agar sangue
e agar chocolate, e 15 dias para agar Sabouraud.

Logo apds o sacrificio, as estruturas que revestem a face
do coelho foram dissecadas, e foi realizada a abertura da
parede anterior dos seios maxilares e da parede externa das
cavidades nasais. Foi removida, entao, mucosa do interior
dos seios maxilares (fig. 1).

As amostras de mucosa foram obtidas dos coelhos, com
remocao de mucosa do interior dos seios maxilares, sendo
imediatamente fixadas em formol a 10% tamponado, perma-
necendo nesta solucao pelo periodo minimo de 24 horas, para
adequada fixacao. Permaneceram 24-48 h sob nossa respon-
sabilidade e a seguir foram encaminhadas ao laboratério de
patologia. A seguir, foi realizada a clivagem das amostras,
passando-se entao ao processamento histologico propriamen-
te dito (desidratacao em banhos sucessivos com concen-
tracoes crescentes de alcool etilico, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina a 60 graus centigrados). A seguir, foi
realizada a microtomia, tendo cada corte histologico a espes-
sura maxima de 4 micrometros. Finalizando, as laminas foram
coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e montadas
em laminulas para analise microscopica pelo patologista.

Todas as laminas foram analisadas por um Unico patolo-
gista, que desconhecia o grupo ao qual a amostra pertencia.
Foi feita uma avaliacao semiquantitativa das alteracoes
presentes. Posteriormente, as amostras foram classificadas
pelos critérios de inflamacao adotados, segundo Marks's'7:
0 = auséncia de inflamacao; 1 = inflamacao leve (esparsas
células inflamatorias, sem lesdo epitelial); 2 = inflamacao
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Figura 1
com exposicao dos seios maxilares e cavidade nasal. Processo
infeccioso evidente a direita, caracterizado por edema mucoso
e presenca de secrecao purulenta. Locais anatémicos
representados por seio maxilar (M), septo nasal (S), concha
inferior (C) e fossa nasal (N).

Parede externa das cavidades nasossinusais aberta,

moderada (infiltrado inflamatoério difuso em lamina propria,
sem formacao de agregados inflamatorios, com lesao focal
de células epiteliais caracterizada por desorganizacao e
ruptura de células epiteliais); 3 = inflamacéo intensa (denso
infiltrado inflamatorio difuso com formacao de agregados de
células inflamatorias, com lesdo difusa de células epiteliais
caracterizada por desorganizacao e ruptura de células epite-
liais); 4 = inflamacao severa com ulceracao. Foi avaliada,
também, a proliferacdo conjuntivo-fibrosa existente, de
acordo com a sua intensidade, tendo sido classificada em
ausente, presente e intensa (figs. 2 e 3).

O tampao nasal removido das fossas nasais dos coelhos foi
analisado para cultura de micro-organismos através do Hemo-
bac®, no mesmo laboratério de microbiologia. O Sistema
Hemobac Trifasico® € um produto utilizado na realizacao de
culturas de sangue e seus componentes, stem cell (células
tronco), liquidos corporeos e nutricao parenteral. Utilizamos
o Hemobac Trifasico Pediatrico®. O sistema € composto por
dois elementos: recipiente plastico contendo 30 ml de um
caldo suplementado com extrato de levedura e polianetol
sulfonato de sodio (SPS) e um laminocultivo (fig. 4). Este
Ultimo apresenta duas faces, sendo uma face larga, compos-
ta por agar Chocolate e indicador de CO, para detectar cres-
cimento bacteriano e/ou fungico, e outra face dividida, for-
mada por agar Sabouraud e agar MacConkey.

Iniciamos com a colocacao do tampao nasal no interior
do recipiente contendo o caldo, logo apds sua retirada da

Figura 2 Mucosa sinusal do lado direito do grupo de estudo
sacrificado apo6s dez dias, com inflamacao moderada
caracterizada por infiltrado inflamatorio difuso em lamina
propria, sem formacdo de agregados inflamatorios (grau 2),
delimitada pelas setas. Microscopia optica, coloracao HE,
aumento de 100 vezes.

Figura 3 Mucosa sinusal do lado direito do grupo de estudo
sacrificado apos 17 dias, com inflamacéo intensa (grau 3),
demonstrando permeacao do epitélio por neutrofilos (setas
cheias) e fibroblastos (setas vazadas) no cérion superficial.
Microscopia optica, coloracao HE, aumento de 200 vezes.

cavidade nasal do coelho, com oclusao do frasco. Para
cada tampao nasal removido, utilizamos um Hemobac
Trifasico Pediatrico®. Este foi agitado levemente para que
ocorresse a homogeneizacao da amostra com o caldo.
Mantivemos o material durante 72 horas em temperatura
ambiente, sem exposicao solar e manipulacao do mate-
rial. O sistema foi reposicionado na posicao original para
que todo o meio liquido voltasse para a porcéo inferior
do frasco. Todos os materiais foram novamente incubados
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Figura 4 Recipiente com caldo suplementado a esquerda e
laminocultivo a direita. Face do laminocultivo constituida por
meio agar Chocolate (H) e indicador de CO, (i).

a 35° C £ 2° C e observados duas vezes ao dia para a
identificacao de colénias e/ou mudanca do indicador de
CO, (fig. 5).

O periodo de incubacao foi de sete dias, procedendo-se,
a seguir, com a separacao dos dois recipientes e a identi-
ficacao das colonias presentes em meio sdlido. Os meios
agar chocolate e agar MacConkey foram utilizados para a
identificacdo bacteriana. Os materiais foram mantidos
incubados a temperatura ambiente por mais oito dias,
totalizando 15 dias, para a pesquisa de fungos no meio
agar Sabouraud.

Foi realizada a analise estatistica para avaliar o grau de
inflamacao na mucosa, a proliferacao conjuntivo-fibrosa e
a presenca ou nao de bactérias, de acordo com o dia de
sacrificio dos animais. Foram descritos todos os grupos de
bactérias encontrados na amostra em ambos os lados com
uso de frequéncias absolutas e relativas. O grau de infla-
macao da mucosa e a proliferacao conjuntivo-fibrosa foram
comparados entre os dias de sacrificio com o uso de testes
Kruskal-Wallis,™ seguidos de comparacdes multiplas ndo
paramétricas de Dumm' para confronto dos dias dois a dois,
quando necessario. Para a presenca ou nao de bactérias, foi
verificada a existéncia de associacdo com uso de teste da
razao de verossimilhancas.'®

A concordancia entre o swab e a cultura realizada no
tampao foi descrita conforme os dias de sacrificio, e foi
verificada a existéncia de associacao da concordancia com
esses dias através do teste da razdo de verossimilhancas.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

Resultados

Utilizamos no estudo 22 coelhos, sendo 20 no grupo de estu-
do e dois no grupo controle. Nenhum animal evoluiu a ébito

Figura 5 Sistema apos o término do periodo de incubacéo.
Tampao nasal (T) no interior do frasco com caldo suplementado,
indicador de CO, (i) com coloracao rosa forte pela presenca de
micro-organismos e meio agar chocolate (H) com presenca de
colonias bacterianas.

durante o periodo do experimento. No momento da retirada
do tampao, no décimo dia da inducdo do experimento,
todos os coelhos apresentavam rinorreia purulenta unilate-
ral no lado direito. Assim sendo, todos os coelhos sacrifica-
dos do grupo A apresentavam rinorreia purulenta neste
momento. Trés coelhos do grupo B apresentavam rinorreia
evidente antes do sacrificio. Nenhum coelho do grupo C
apresentava rinorreia evidente pela cavidade nasal no
momento do sacrificio. Porém, quatro coelhos do grupo B e
dois coelhos do grupo C apresentavam secrecao purulenta
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Tabela 2 Descricao dos grupos de bactérias encontrados
nas amostras de acordo com o lado dos 20 coelhos dos
grupos de estudo

Variavel Frequéncia %

Grupo bactéria direita

Negativo 2 7,4

Bacilo Gram negativo nao fermentador 5 18,5
Bacilo Gram negativo enterobactéria 4 14,8
Bacilo Gram positivo 12 44,4
Coco Gram positivo 4 14,8
Total 27 100

Grupo bactéria esquerda

Negativo 6 27,3
Bacilo Gram negativo nao fermentador 9 40,9
Bacilo Gram negativo enterobactéria 1 4,5

Bacilo Gram positivo 5 22,7
Coco Gram positivo 1 4.5

Total 22 100

Frequéncias absolutas e relativas.

no seio maxilar apds o sacrificio dos animais e exposicao
destas estruturas anatémicas.

Cultura de secrecao e exame bacterioscopico

Realizamos coleta e andlise das secrecoes dos seios maxila-
res direito e esquerdo de todos os coelhos. Optamos pela
classificacao das bactérias encontradas nos seguintes gru-
pos: bacilo Gram negativo nao fermentador (Acinetobacter
baumanii, Acinetobacter Iwoffii, Achromobacter sp e Pseu-
domonas aeruginosa), bacilo Gram negativo enterobactéria
(Escherichia coli), bacilo Gram positivo (Bacillus sp) e cocos
Gram positivos (Micrococcus sp, Staphylococcus coagulase
negativo e Staphylococcus aureus). Os resultados encon-
tram-se descritos na tabela 1.

A tabela 2 mostra que, no lado submetido a inducao de
rinossinusite (lado direito), o grupo de bactéria mais fre-
quente encontrado foi o de bacilo Gram positivo (44,4%); ja
no lado contralateral foi o grupo de bacilo Gram negativo
nao fermentador (40,9%). Identificamos maior incidéncia de

bactérias Gram negativas no total dos coelhos avaliados.
Estas foram identificadas em 15 animais (75%), sendo que
as bactérias Gram positivas, em apenas nove deles (45%). O
micro-organismo mais encontrado nos exames de cultura do
seio maxilar direito dos coelhos foi o Bacillus sp, identifica-
do em 11 coelhos. Também observamos que sete coelhos
apresentaram dois micro-organismos nos exames de cultura
do lado direito.

Avaliamos a positividade do swab bilateralmente nas
amostras coletadas. Os resultados encontram-se na tabe-
la 3.

A tabela 3 demonstra que ndo ha associacao estatistica-
mente significativa na positividade do swab no lado direito
(p = 0,468). Observamos apenas que a positividade no swab
do lado esquerdo esta estatisticamente associada aos dias
de sacrificio, sendo que a positividade vai diminuindo com
o passar dos dias (p = 0,039).

As culturas dos seios maxilares dos dois coelhos utilizados
como controle nao apresentaram crescimento de nenhuma
bactéria.

Avaliacao histolégica da mucosa sinusal

A analise histologica das mucosas dos seios maxilares direi-
to e esquerdo apresentaram grau de inflamacao na maioria
das amostras. Os resultados da avaliacao histoldgica semi-
quantitativa das amostras de mucosa encontram-se na
tabela 4.

A tabela 4 mostra que ha diferenca estatisticamente sig-
nificativa entre os grupos para o grau de inflamacao no lado
induzido (p = 0,009), nao havendo diferenca estatisticamen-
te significativa na proliferacao conjuntivo-fibrosa entre os
grupos (p = 0,420). No lado esquerdo nao houve diferenca
estatisticamente significativa em ambos os parametros.
Com relacao ao grau de inflamac¢ao da mucosa do seio maxi-
lar esquerdo, observamos apenas os graus 0 e 1.

Atabela 5 aponta a comparacao do grau de inflamacao do
lado direito em relacao aos trés grupos do estudo.

A tabela 5 mostra que o grau de inflamacao no grupo A
(dia 10) é estatisticamente maior que no grupo C (dia 30),
com p = 0,002.

A analise histologica dos seios direito e esquerdo dos dois
coelhos do grupo controle apresentou grau 0 de inflamacao
e proliferacao conjuntivo-fibrosa ausente.

Tabela 3 Descricao da positividade do swab conforme o dia de sacrificio dos grupos e resultado dos testes estatisticos

Variavel Grupos Total P
A B ©
N % N % N % N %
Swab direito 0,468
Negativo 0 0,0 1 14,3 1 14,3 10,0
Positivo 6 100,0 6 85,7 6 85,7 18 90,0
Swab esquerdo 0,039
Negativo 0 0,0 2 28,6 4 57,1 6 30,0
Positivo 6 100,0 5 71,4 3 42,9 14 70,0
Total 6 100 7 100 7 100 20 100

Resultado do teste da razao de verossimilhancas.
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Tabela 4 Descricao do grau de inflamacao e proliferacdao conjuntivo-fibrosa conforme o dia de sacrificio dos grupos e

resultado dos testes estatisticos

Variavel Grupos Total p
A B ©
N % N % N % N %

Proliferacdo conjuntiva

fibrosa direita 0,420

Ausente 3 50,0 4 57,1 2 28,6 9 45,0

Presente 3 50,0 3 42,9 4 57,1 10 50,0

Muito presente 0 0,0 0 0,0 1 14,3 1 5,0

Proliferacdo conjuntiva

fibrosa esquerda 0,786

Ausente 5 83,3 5 71,4 6 85,7 16 80,0

Presente 1 16,7 2 28,6 1 14,3 4 20,0

Grau de inflamacdo

direito 0,009

0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

1 0 0,0 1 14,3 2 28,6 3 15,0

2 1 16,7 3 42,9 5 71,4 9 45,0

3 2 33,3 3 42,9 0 0,0 5 25,0

4 3 50,0 0 0,0 0 0,0 3 15,0

Grau de inflamacdo

esquerdo 0,267

0 1 16,7 4 57,1 4 57,1 9 45,0

1 5 83,3 3 42,9 3 42,9 11 55,0

Total 6 100 7 100 7 100 20 100

Resultado do teste Kruskal-Wallis.

Tabela 5 Resultado das comparacées multiplas do grau de
inflamacao no lado induzido entre os grupos

Comparagao Valor Z P

A-B 1,82 0,069
A-C 3,05 0,002
B-C 1,28 0,200

Analise do tampéao nasal

Analisamos a relacao entre as bactérias encontradas no
swab do lado direito e as bactérias identificadas nos tam-
poes de Merocel®.

Na tabela 6 nao ha associacao estatisticamente significa-
tiva entre a concordancia das bactérias encontradas no
swab e no tampao nasal conforme os grupos (p = 0,171).

Foi realizada analise de um tampao de Merocel® utilizado
como controle através do sistema Hemobac® e nao houve
crescimento bacteriano.

Discussao

Diversos modelos experimentais para inducao de rinossin-
usite foram realizados e estao descritos na literatura.?’ Os

coelhos sao os animais mais utilizados neste tipo de trabal-
ho, seguidos por ratos e ovelhas. Optamos pela utilizacao
dos primeiros, por apresentarem maior semelhanca anato-
mica e fisioldgica com as cavidades nasossinusais dos
humanos, conforme relatado por Casteleyn et al.?!

Estes modelos experimentais vém sendo descritos para
avaliarem diversos aspectos do processo infeccioso sinusal.
Foram avaliadas alteracbes anatomicas, fisioldgicas e histo-
patologicas dos seios paranasais''®?%23; e realizadas compa-
racoes da eficacia de diferentes tratamentos para rinossin-
usite.®%1.2426 A pesquisa e identificacdo da presenca de
biofilmes bacterianos também foram realizadas.?”

Diferentes métodos foram utilizados para a inducao de
processo infeccioso bacteriano sinusal nos coelhos. Os pri-
meiros trabalhos realizavam a obstrucao definitiva dos
ostios maxilares através de procedimentos cirdrgicos ou uso
de cola.®?”?* Embora este modelo de rinossinusite tenha
provado ser extremamente eficaz na formacao de rinossin-
usite purulenta, a inflamacao era geralmente limitada ao
seio maxilar, como um abscesso sinusal. Além disso, a mani-
pulacdo para promover a obstrucdo do dstio era realizada
através da cavidade sinusal para dentro da cavidade nasal.

Em nosso trabalho, optamos pela inducao de rinossinusite
através da insercao de esponja sintética na fossa nasal direita
dos animais, com retirada das mesmas ap6s 10 dias em todos
os grupos. Este método apresenta simplicidade técnica para
sua confeccao, causa pouca lesao em mucosa nasal e grande
facilidade na remocao do tampao dos coelhos que prossegui-
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Tabela 6 Descricao da concordancia das bactérias do tampao e da microbiologia no lado induzido conforme os grupos e
resultado dos testes estatisticos
Variavel Grupos Total P

A B C
N % N % N % N %
Relacdo Hemobac®
com swab direito 0,171
Bactérias diferentes 4 66,7 7 100,0 6 85,7 17 85,0
A mesma bactéria 2 33,3 0 0,0 1 14,3 3 15,0
Total 6 100 7 100 7 100 20 100

Resultado do teste da razao de verossimilhancas.

ram no estudo. Além disso, este método ndao promove alte-
racoes permanentes na mucosa nasossinusal dos animais, sen-
do reversivel, o que nos permitiu avaliar a recuperacao
histoldgica apds a inducao de quadro de rinossinusite aguda.
Alguns autores realizaram a inoculacao do agente infec-
cioso dentro do seio maxilar,”222526.282% e outros dentro da
cavidade nasal.'>?30 Optamos por nao utilizar a primeira
técnica, por ser mais invasiva e causar alteracoes iatrogé-
nicas na mucosa sinusal. Alguns trabalhos provaram que a
simples obliteracao das fossas nasais ja seria suficiente para
desenvolver um quadro infeccioso bacteriano.” 33!
Utilizamos a inoculacao de toxoide estafilococico e
estreptocdcico em conjunto com a insercao de esponja sin-
tética nas mesmas fossas nasais. Decidimos pela inoculacao
do toxoide, com o objetivo de padronizar os agentes pato-
génicos presentes nas amostras com os agentes que causam
0 quadro infeccioso sinusal em humanos, e também para
acelerar o tempo de inducao da rinossinusite. Este achado
foi demonstrado por Kara et al.," que evidenciaram, atra-
vés da realizacdo de tomografia computadorizada, a pre-
senca de infeccao no seio maxilar de coelhos a partir do
sexto dia apds a inducdo de rinossinusite com a inoculacao
de toxoide, e no oitavo dia sem a inoculacao do mesmo.
Apos a retirada da esponja no décimo dia, todos os animais
apresentavam rinorreia purulenta unilateral na cavidade
nasal em que as mesmas foram inseridas. Este resultado é
compativel com outros autores'>?3? que utilizaram método
semelhante através da via rinogénica, modelo inicialmente
proposto por Marks,? utilizando apenas a insercao de tampao
nasal associado ou ndo a inoculacao de agentes bacterianos
ou toxoides bacterianos através da cavidade nasal. Marks®
apresentou 83% de sucesso com seu método, e Liang et al.>'
obtiveram 91,7% na inducao de quadro infeccioso agudo.
Utilizamos como critério principal para o diagndstico de
rinossinusite aguda a presenca de rinorreia purulenta na
cavidade nasal dos animais. As avaliacdes microbiologicas e
histologicas dos animais pertencentes ao grupo A nos permi-
tiu a avaliacao do processo infeccioso no momento do seu
diagnostico, ou seja, 10 dias apos o inicio do experimento.
A partir de entado, pudemos observar o periodo de recupe-
racao da rinossinusite aguda, sem nenhum tipo de trata-
mento. Desta forma, alguns coelhos do grupo B ainda apre-
sentavam secrecao nas cavidades nasais e nos seios
maxilares apos serem sacrificados, e alguns coelhos do gru-

po C ainda apresentavam secrecao nos seios maxilares no
momento do sacrificio.

Nas analises microbiologicas e histologicas dos coelhos do
grupo A, todos os animais apresentavam swab positivo do
seio maxilar para micro-organismos e sinais de inflamacao
na mucosa bilateralmente. Ja os coelhos dos grupos B e C
apresentavam alguns resultados de swab negativo do seio
maxilar, enquanto que na avaliacdo histologica todos estes
animais ainda mantinham algum grau de inflamacao no seio
maxilar direito. Com estes resultamos, podemos sugerir
que, na evolucao de um quadro de rinossinusite aguda bac-
teriana, a persisténcia dos achados inflamatorios na mucosa
sinusal € mais prolongada do que a presenca de micro-orga-
nismos, causando um processo infeccioso.

A maioria dos trabalhos que utilizou cepas de Streptococ-
cus pneumoniae para auxiliar na inducao da rinossinusite
apresentou a substituicdo deste patdgeno por outros agen-
tes oportunistas. Westrin et al.® utilizaram esta bactéria na
inducao e observaram sua substituicao apds cinco dias, em
média. Cheng et al.?6 ndo isolaram este agente em nenhum
coelho apo6s dez dias do inicio da inducao. Em nosso estudo,
nao identificamos a presenca do pneumococo em qualquer
dos coelhos estudados.

A grande maioria dos modelos descritos na literatura nao
avaliou o seio contralateral ao seio da inducao do experi-
mento. Poucos trabalhos relataram a cultura do material do
seio contralateral, e, quando realizada, foi em pequeno
numero do total de animais do estudo. Liang et al.’ relata-
ram pouco crescimento bacteriano em cavidades nasais sem
a presenca de rinossinusite. Em nosso trabalho, obtivemos
a presenca de bactérias no seio contralateral em 14 coelhos
(70% do total). Acreditamos que a progressao do quadro
inflamatdrio na mucosa nasossinusal também favoreca o
aparecimento de bactérias oportunistas no seio contralate-
ral, ao lado de inducao do experimento.

A analise histologica da mucosa sinusal em coelhos sub-
metidos a experimentos para inducao de rinossinusite foi
realizada na grande maioria dos trabalhos, com diversos
objetivos. Foi utilizada sua avaliagao como critério diagnos-
tico para presenca de infeccao sinusal'>?%%:3' na avaliacao
da intensidade da infeccéo,'®** na comparacdo da eficacia
de diferentes tratamentos para rinossinusite'>'4? e nas
alteracoes fisiopatologicas sinusais apos inducao de quadro
infeccioso agudo nasossinusal. 3243
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Optamos, em nosso trabalho, pela analise semiquantitativa,
para que pudéssemos graduar a intensidade da inflamacao e
comparar os trés grupos do estudo (sacrificio com 10, 17 e 30
dias). Obtivemos diferenca estatisticamente significativa no
grau de inflamacao entre os coelhos do grupo sacrificado com
10 dias e o grupo sacrificado com 30 dias. Demonstramos,
dessa forma, que o processo inflamatorio regride apds a reti-
rada do tampao. Porém, mesmo apos 30 dias do inicio do
experimento (20 dias apos a retirada do tampao), muitos coel-
hos ainda apresentavam inflamacao na mucosa sinusal. Este
achado denota que o quadro de rinossinusite aguda causa
alteracoes histologicas mais prolongadas do que os achados
macroscopicos, e que persistem por algumas semanas até sua
regressao completa.

Poucos estudos realizados fizeram a analise histologica da
mucosa do seio maxilar contralateral ao seio acometido.
Jyonouchi et al.? observaram aumento de células glandula-
res e caliciformes nos seios contralaterais, além de leve
espessamento do estroma. Porém, utilizaram como método
de inducao, a obliteracdo permanente do 6stio sinusal com
cianoacrilato. Genc et al.*® ndao observaram alteracoes na
cavidade nasal contralateral a estudada. Liang et al.?' ava-
liaram apenas alguns lados controle e ndao observaram alte-
racoes histologicas.

Acreditamos ser este um achado muito significativo, e que
possa ser justificada a progressao da inflamacao como uma
resposta de todo epitélio respiratorio a um foco local, que
desencadearia uma maior resposta mesmo em areas sem
agressao direta. Fato este que também é evidenciado em
pacientes asmaticos e portadores de rinite alérgica e/ou
rinossinusite, que apresentam agravamento do quadro pul-
monar em consequéncia da piora do quadro nasal, na relacao
conhecida como “via aérea unificada”. Esta apresenta algu-
mas outras hipoteses para sua ocorréncia, como reflexo neu-
ral nasobronquial, contaminacao das vias aéreas inferiores
com células inflamatodrias e mediadores através de secrecao
nasal posterior, ou absorcao de células inflamatorias do epi-
télio nasal para a circulacao sistémica e, consequentemente,
para a mucosa bronquial.?>¢ Futuros estudos serdao necessa-
rios para avaliar a relacao desta resposta em quadros de
rinossinusite.

A avaliacao da proliferacao conjuntivo-fibrosa nao apre-
sentou diferenca estatisticamente significativa entre os gru-
pos. Nao pudemos, portanto, utilizar este parametro como
marcador de cronificacao do processo infeccioso. O niUmero
de coelhos pode nao ter sido suficiente para reproduzir
alteracao estatistica neste parametro avaliado.

Nas Ultimas décadas, a grande maioria dos estudos expe-
rimentais em coelhos utilizou como método de inducao de
rinossinusite a insercao de tampao nasal. O material utili-
zado foi esponja sintética de Merocel®,>20.263! esponja gela-
tinosa® ou esponja de polivinil.”?* O objetivo foi promover
um processo inflamatdrio e infeccioso através da obstrucao
do 6stio sinusal. Outra hipdtese aventada para o inicio des-
te processo seria a reacao inflamatoéria da mucosa nasal a
um corpo estranho, causando uma desorganizacao da fisio-
logia ostiomeatal.”

Porém, ndo encontramos na literatura algum estudo que
houvesse realizado a analise do tampao nasal para cultura de
micro-organismos, ou com algum outro objetivo.

Kara et al.” realizaram em seu estudo a cultura do seio
maxilar direito (lado de inducao da infeccao) e da cavidade

nasal direita de todos os coelhos, com a coleta de swab.
Este foi realizado em apenas uma regiao da parede lateral
da cavidade nasal. Eles afirmaram que a propagacao de
bactérias da cavidade nasal para o interior do seio era espe-
rada, porém nao foi observada esta relacéo.

A avaliacdo do tampéo nasal foi realizada para que pudés-
semos analisar de maneira precisa 0s micro-organismos pre-
sentes nas cavidades nasais, nas quais realizamos a inducao
do quadro infeccioso. Utilizamos este método para correla-
cionar as bactérias presentes no interior da cavidade nasal
com aquelas presentes no interior do seio maxilar. Nao
encontramos associacao significativa entre as bactérias pre-
sentes nestes dois locais anatémicos distintos. Esta asso-
ciacao nao foi demonstrada, inclusive, no primeiro grupo de
coelhos sacrificados, nos quais a retirada do tampao foi rea-
lizada neste mesmo dia, dez dias apo6s o inicio do estudo.

Conclusao

0O modelo experimental realizado e avaliado por meio de
parametros histopatologicos da mucosa sinusal, por cultura
da secrecado sinusal e do tampao nasal e por avaliacao da
presenca de secrecao nasal, mostrou-se capaz de induzir
quadro de rinossinusite aguda bacteriana em 100% dos ani-
mais utilizados no estudo.
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