Universidade
Estadual de LondRina

ELLEN CRISTINE DUARTE GARCIA

PERDA OLFATORIA NA RINOSSINUSITE CRONICA:
ANALISE DO EPITELIO OLFATORIO

Londrina
2021



ELLEN CRISTINE DUARTE GARCIA

PERDA OLFATORIA NA RINOSSINUSITE CRONICA:
ANALISE DO EPITELIO OLFATORIO

Tese apresentada ao Programa de Pés
Graduacao em Ciéncias da Saude do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de
Londrina.

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Fornazieri
Coorientador: Prof. Dr. Waldiceu Aparecido
Verri Junior

Londrina
2021



Ficha de identificacao da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

G216p

Garcia, Ellen Cristine Duarte.
Perda olfatéria na Rinossinusite Cronica: analise do epitélio olfatério / Ellen
Cristine Duarte Garcia. - Londrina, 2021.
1131t

Orientador: Marco Aurélio Fornazieri.

Coorientador: Waldiceu Aparecido Verri Jr.

Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da
Salde, 2021.

Inclui bibliografia.

1. Olfato - Tese. 2. Rinossinusite cronica - Tese. 3. Biopsia - Tese. 4. Epitélio
olfatério - Tese. |. Fomazieri, Marco Aurélio . Il. Verri Jr, Waldiceu Aparecido. lll.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da Saude. Programa de
Pés-Graduacgao em Ciéncias da Saude. IV. Titulo.

CDU 61




ELLEN CRISTINE DUARTE GARCIA

PERDA OLFATORIA NA RINOSSINUSITE CRONICA:
ANALISE DO EPITELIO OLFATORIO

Tese apresentada ao Programa de Poés
Graduacao em Ciéncias da Saude do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de
Londrina.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Fornazieri
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Antbnio Marcelo Barbante Casella
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Rubia Casagrande
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Fabio de Rezende Pinna
Universidade de Sao Paulo — USP

Prof. Dr. Carlos Eduardo Coral de Oliveira
Pontificia Universidade Catélica do Parana-
PUCPR

Londrina, 09 de setembro de 2021.



Dedico este trabalho primeiramente a
Deus, pela sua infinita bondade, a meu
querido esposo e mae pelos seus

constantes apoio, amor e paciéncia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador Marco Aurélio Fornazieri por toda a dedicacao
e empenho para realizacdo desse projeto, pela oportunidade de aprendizado e paciéncia no
ensino.

Ao meu coorientador prof. Dr. Waldiceu Aparecido Verri Junior pela
oportunidade e apoio para realizacdo deste trabalho.

Gostaria de agradecer a todos que de alguma forma contribuiram para o
desenvolvimento deste trabalho, especialmente Ana Carolina Rossaneis Guidoni, Natéalia
Medeiros Dias Lopes, Mariana Marques Bertozzi, Telma Saraiva dos Santos, Tiago H.
Zaninelli, Daiane Silva Campaner e Simone Cristina Rocha, pela paciéncia e disposicdo em
ajudar.

Agradeco a Universidade Estadual de Londrina pela estrutura oferecida e
a Fundacgé&o Araucéria de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Estado do

Parand pela bolsa concedida.



“A persisténcia é o menor caminho do éxito.”
(Charles Chaplin)



GARCIA, Ellen Cristine Duarte. Perda olfatdoria narinossinusite cronica: analise do
epitélio olfatério. 2021. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Estadual de Londrina,Londrina, 2021.

RESUMO

Introducéo: Pacientes com Rinossinusite Cronica (RSC) frequentemente apresentam
disfuncéo olfatdria. As causas desse disturbio ndo estéo totalmente elucidadas, sendo
que a descoberta de alteracdes epiteliais nesses pacientes pode possibilitar novas
linhas de tratamento. Objetivo: avaliar a seguranca da realizacdo de bidpsias de
mucosa nasal e verificar possiveis alteracbes no epitélio olfatério de pacientes com
RSC com e sem polipose com relacédo aos niveis de marcadores neuronais, presenca
de eosindfilos, estresse oxidativo, apoptose e sinaliza¢do do odor, correlacionando 0s
achados epiteliais com o olfato. Métodos: Trinta e quatro individuos com diagnostico
de RSC com e sem polipose nasossinusal, assim como 24 individuos controles foram
submetidos a biopsia do epitélio olfatério, questionarios de Avaliacao dos sintomas de
obstrucdo nasal, Teste de desfecho sinonasal, Teste de Identificagcdo do Olfato da
Universidade da Pensilvania e Pico de fluxo inspiratorio nasal. As biopsias foram
analisadas através de imuno-histoquimica e imunofluorescéncia, avaliando a
neurdnios totais, maduros e imaturos, de segundos mensageiros (CAMP e cGMP),
receptor de acetilcolina M3, estresse oxidativo (nitrotirosina e iINOS), apoptose
(caspase 3) e presenca de eosinofilos. Foram utilizados os testes: Anova seguido de
Bonferroni, Kruskal-Wallis seguido de Dunn, Qui-quadrado e coeficiente de correlagao
de Pearson ou Spearman para analise estatistica. Resultados: N&o houve alteracéo
na funcéo olfatéria unilateral e bilateral com a realizacéo da biépsia em concha nasal
superior. Os pacientes com RSC com e sem polipose tiveram uma pontuacgéo do teste
olfatério significativamente menor (p = 0,001). Nao foi encontrada diferenca entre a
obstrucdo nasal entre os grupos. Nao houve diferenca significativa na expresséao de
nenhum dos marcadores avaliados. Porém, os grupos RSC com e sem poélipos
apresentaram tendéncia a alteracdo de segundos mensageiros, apoptose, estresse
oxidativo e eosindfilos. Houve uma correlacdo moderada negativa entre o cheiro e 0
GAP43 (R =-0,5, p=0,01) e cGMP (R = 0,5, p = 0,03). Conclusao: Os dados
mostram que a bidpsia em concha nasal superior é segura para o olfato e que
pacientes com RSC com e sem pdélipos tendem a apresentar niveis mais elevados de
estresse oxidativo e apoptose no epitélio olfatério e menor expressédo de AMPc, o que
pode levar a perda do olfato. Amostras maiores devem ser usadas para provar este
mecanismo.

Palavras-chave: olfato; hiposmia; bidpsia; estresse oxidativo; inflamacao.



GARCIA, Ellen Cristine Duarte. Olfactory loss in chronic rhinosinusitis: analysis of
the olfactory epithelium. 2021. 114 p. Thesis (Doctorate in Health Sciences) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Introduction: Patients with Chronic Rhinosinusitis often present olfactory dysfunction.
The causes of this disorder are not fully elucidated, and the discovery of epithelial
changes in these patients may enable new lines of treatment. Objective: to assess
the safety of performing nasal mucosa biopsies and to verify possible changes in the
olfactory epithelium of patients with CRS with and without polyposis in the levels of
neuronal markers, presence of eosinophils, oxidative stress, apoptosis and odor
signaling, correlating the epithelial findings with the sense of smell. Methods: Thirty-
four individuals diagnosed with CRS with and without nasosinusal polyposis, as well
as 24 control individuals were submitted to olfactory epithelium biopsy, nasal
obstruction symptom assessment questionnaires, sinonasal outcome test, University
Smell Identification Test of Pennsylvania and Peak Inspiratory Nasal Flow. Biopsies
were analyzed by immunohistochemistry and immunofluorescence, evaluating total,
mature and immature neurons, second messengers (CAMP and cGMP), acetylcholine
M3 receptor, oxidative stress (nitrotyrosine and iNOS), apoptosis (caspase 3) and
presence of eosinophils. Anova followed by Bonferroni, Kruskal-Wallis followed by
Dunn, Chi-square and Pearson or Spearman correlation coefficient were used for
statistical analysis. Results: There was no alteration in the unilateral and bilateral
olfactory function with the performance of the biopsy in the superior nasal concha.
Patients with CRS with and without polyps had a significantly lower olfactory test score
(p = 0.001). No difference was found between nasal obstruction between groups.
There was no significant difference in the expression of any of the evaluated markers.
However, the CRS with and without polyps groups showed possible changes in second
messengers, apoptosis, oxidative stress and eosinophils. There was a correlation
between smell and GAP43 (R = - 0.5, p = 0.01) and cGMP (R = 0.5, p = 0.03).
Conclusion: The data show that the upper nasal concha biopsy is safe for smell and
that patients with CRS with and without polyps tend to have higher levels of oxidative
stress and apoptosis in the olfactory epithelium and lower expression of cCAMP, which
can lead to loss of smell. Larger samples should be used to prove this mechanism.

Key words: smell; hyposmia; biopsy; oxidative stress; inflammation.
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1 INTRODUCAO

A rinossinusite cronica (RSC) € uma doenca inflamatoria que atinge milhares
de pessoas em todo mundo (Fokkens et al., 2020). Muitas dessas pessoas séo afetadas por
alteracdo do olfato, o que atrapalha sua qualidade de vida podendo alterar os hébitos
alimentares e trazer preocupa¢des com riscos, como vazamento de gas (Deems et al., 1991;
Miwa et al., 2001). As causas da RSC ainda estdo sendo estudadas, destacando-se algumas
alteracBes genéticas (Kim et al., 2004; Richer et al., 2008), no microbioma (Abreu et al., 2012),
nos mecanismos associados ao estresse oxidativo (Fordham et al., 2013) e em marcadores
inflamatérios (Schlosser et al., 2016). A perda do olfato nesses pacientes também tem causas
variadas, sendo que nem todos os mecanismos sdo conhecidos até o momento. A obstrucao
nasal por polipos ou edema pode trazer diminuicdo da capacidade olfatéria (Pfaar et al., 2006).
Além disso, outros mecanismos vém sendo estudados como padrdes inflamatérios,
deficiéncia na regeneracgdo epitelial e alteragdo morfolégica no epitélio olfatério (Andrew P.
Lane et al., 2010; Yee et al., 2010; Chen, Reed and Lane, 2019).

Para estudo da RSC com perda olfatéria, € necessaria a realizacdo de
biopsia de mucosa nasal. Esse procedimento também é importante para investigacdo de
outras doencas como Alzheimer e perda olfatéria pos-infecciosa e pés-traumatica (Seiden,
2004; Godoy et al., 2018). Para isso, sua seguranca deve ser testada em todos os perfis de
pacientes, para que ndo haja prejuizos ao olfato.

Até o0 momento a presenca de estresse oxidativo na mucosa nasal e
alteracfes nas vias de sinalizacdo, como segundos mensageiros e acetilcolina, ndo foram
relacionadas a diminuicdo da capacidade olfatéria e danos celulares no epitélio olfatério na
RSC. Essa elucidagéo poderia contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia da doenca
e direcionar estudos para novas terapias para perda olfatéria na RSC com menores efeitos
colaterais que as terapias atuais com corticoides.

No presente estudo, amostras de epitélio olfatério de pacientes com RSC
com e sem polipose foram comparadas com amostras de pacientes higidos analisando seus
componentes neuronais (neurdnios olfatérios maduros e imaturos), vias de sinalizagcédo
(segundos mensageiros e acetilcolina) e possiveis vias causadoras de danos epiteliais
(apoptose, estresse oxidativo, presenca de eosindéfilos), correlacionando com a funcéo
olfatoria para esclarecer o papel dessas vias na disfungéo olfatéria presente na RSC. Também
foi verificada a seguranca desse procedimento quanto a funcao olfatéria total, unilateral e

especifica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OLFATO

O olfato € um sentido neurossensorial responsavel pela percepg¢do e
distincdo dos odores, composto pelos receptores olfatdrios, bulbo olfatério, encéfalo e cortex
cerebral (Moran et al., 1982; Gottfried et al., 2002; Gritti et al., 2002; Johnson and Leon, 2007,
Escada, 2013). As particulas odoriferas atingem o epitélio olfatdrio e se ligam aos receptores
olfatérios presentes nos cilios dos neurdnios olfatérios. Isso causa a despolarizacdo desses
neurbnios que se comunicam com outros neurdnios dentro do bulbo olfatério. Essas
terminacdes nervosas se ramificam para o cortex olfativo e cortex orbitofrontal onde os odores
séo distinguidos (Doty, 2009a).

O sentido do olfato tem um papel muito importante no dia-a-dia dos
individuos. Ele permite a interacdo entre os individuos com o meio, esta envolvido com a
qualidade de vida e fatores como a emogéao e pode auxiliar na percepgéo de perigo, como em
casos de vazamento de gas de cozinha e comida estragada (Deems et al., 1991; Miwa et al.,
2001). O olfato também impacta na alimentagédo dos individuos. O sabor final sentido dos
alimentos é derivado de um conjunto do sentido do paladar e olfato; portanto o olfato pode
interferir na escolha e ingestéo de alimentos (Deems et al., 1991; Miwa et al., 2001).

Além do papel fundamental do olfato no consumo de alimentos, um estudo
em animais desmonstrou um possivel envolvimento do olfato também no balanco energético.
Camundongos que tiveram os neurbnios olfatérios sensoriais maduros (OSNs) suprimidos
foram resistentes a obesidade induzida por dieta, acompanhada por aumento da termogénese
em depdsitos de gordura marrom e inguinal e melhora da resisténcia a insulina. O estimulo
olfativo reduzido estimula a atividade nervosa simpatica, resultando na ativagéo de receptores
B-adrenérgicos em adipdcitos brancos e marrons para promover a lipélise. Por outro lado, a
ablacdo condicional do receptor IGF1 (fator de crescimento semelhante a insulina-1) em
OSNs aumenta o desempenho olfativo em camundongos e leva ao aumento da adiposidade
e resisténcia a insulina. Esses achados desvendam uma nova fungéo para o sistema olfatério
no controle da homeostase energética em resposta a sinais sensoriais e hormonais (Riera et
al., 2017).

2.1.1 Epitélio Olfatério
2.1.1.1 Localizacdo e composicao

O epitélio olfatorio é um epitélio estratificado de revestimento especializado
localizado principalmente na regido postero-superior da cavidade nasal (De Rezende Pinna

et al., 2013) com area estimada de100-400 mm? (Leopold et al., 2000). Estudos demonstram
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maior quantidade de epitélio olfatério na concha superior e septo nasal (Féron et al., 1998;
Lee et al., 2000a; Leopold et al., 2000; De Rezende Pinna et al., 2013; Holbrook, Rebeiz and
Schwob, 2016) mas também pode ser encontrado na concha média em menor quantidade
(Leopold et al., 2000; De Rezende Pinna et al., 2013) (Figura 1).

Figura 1. Distribuicdo do epitélio olfatdrio na cavidade nasal

Imagem demonstrativa da principal area de localizacao do epitélio olfatério (OE) (regido em
cinza) entre a concha nasal superior e o septo nasal. CM: concha média, PC: placa cribiforme,
SE: seio esfenoidal, SF: seio frontal.

Fonte: Modificado de (Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016).

Na cavidade nasal, além do epitélio olfatério também podem ser
encontrados outros tipos de epitélio como o epitélio estratificado escamoso, encontrado na
regido do vestibulo nasal, provavel fungdo de protecéo; epitélio composto de células néo
ciliadas cuboides ou células colunares e basais, chamado de transi¢éo; epitélio respiratério
com células caliciformes; epitélio associado ao sistema linfatico com provavel fungéo de
defesa, o linfoepitélio; e o epitélio olfatorio, responsavel pela ligacdo com as particulas
odoriferas (Harkema, Carey and Wagner, 2006; Chen et al., 2014).

O epitélio olfatério é composto pelas células basais, neurbnios olfatérios
maduros e imaturos, células microvilares e células de sustentacdo (Moran, Rowley 3rd and
Jafek, 1982; Moran et al., 1992; Yee et al., 2010; Suzuki et al., 2013). Figura 2).
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Figura 2. Componentes celulares do epitélio olfatério

CSeCM

LIYID

== =)

D1}

< Fibras nervosas t'\do
para o bulbo olfatério

llustracdo do epitélio olfatério com seus componentes: neurdnios olfatérios maduros (NOm)
e imaturos (NOi), células basais globosas (CBG) e horizontais (CBH), células de sustentacao
(CS) e células microvilares (CM) e a lamina basal (LB).

Fonte: Modificado de (Choi and Goldstein, 2018).

As células basais sdo as células responsaveis pela capacidade de
regeneracdo desse epitélio, repondo células envelhecidas ou no caso de injdria no tecido
(Huard et al., 1998; Schwob and Ph, 2012). As células basais podem ser do tipo globosas que
sdo constitutivamente ativas fazendo a reposi¢cao normal das células, sendo capazes de se
diferenciar em qualquer uma das células presentes no epitélio, ou horizontais que séo
ativadas em casos de lesdo, funcionando como células-tronco de reserva (Schnittke et al.,
2015). Outras células presentes no epitélio olfatorio sdo as células de sustentacdo, que sédo
células colunares que dao alicerce para o epitélio olfatorio, tem funcdo de fagocitose de
células mortas e possui comunicagdo com 0s neurbnios do epitélio (Jafek, 1983; Suzuki,
Takeda and Farbman, 1996; Hegg, Irwin and Lucero, 2009) e as células microvilares ainda
com funcéo incerta (Chen et al., 2014). Na lamina propria do epitélio olfatorio estdo presentes
glandulas de Bowman que secretam muco que auxilia as particulas odoriferas atingirem os
receptores olfatérios (Jafek, 1983).

As células olfatérias sdo neurdnios bipolares ciliados que contém os
receptores olfatérios (Douek, Bannister and Dodson, 1975) onde as particulas odoriferas que
atingem o epitélio olfatorio se ligam e séo reconhecidas (Buck and Axel, 1991). Os axbnios
dos neurdnios olfatérios penetram a lamina basal do epitélio formando feixes nervosos na
ldmina propria do tecido. Esses neurbnios fazem sinapse com outros neurdnios nos
glomérulos do bulbo olfatério, transmitindo o estimulo odorifero para o sistema nervoso central
(Mombaerts, 2004; Zou, Chesler and Firestein, 2009).
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O epitélio olfatério dos mamiferos possui 4 regides a partir da regido dorsal
para a ventral (zonas 1-4) na mucosa hasal (Vassar, Ngai and Axel, 1993; Sullivan et al.,
1996), sendo que os neurdnios olfatérios se distribuem nessas zonas do epitélio olfatério de
acordo com os tipos que receptores que apresentam (Ressler, Sullivan and Buck, 1993;
Mombaerts, 2001). Em camundongos encontrou-se que esses receptores sao especificos
para determinados grupos de particulas odoriferas que possuem estruturas semelhantes e os
variados odores sdo reconhecidos através de diferentes combinacdes de receptores (Malnic
et al., 1999; Nara et al., 2011). Uma classificac@o para os receptores olfatorios é a primeira,
que identifica odores solluveis em 4gua (classe |) e a segunda, odores volateis (classe II)
(Freitag et al., 1998). Na zona | do epitélio olfatorio ocorre maior expressao génica dos
receptores olfatérios de classe | tendo pouca dos de classe Il (Tsuboi et al., 2006), ja nas
zonas 2-4 ocorre maior expressado dos genes dos receptores de classe Il (Miyamichi et al.,
2005). Em humanos, a percepc¢ao dos odores também € irregular através do epitélio olfatério,
onde cada odor estimula uma determinada regido, sendo que odores do mesmo tipo
(agradaveis ou desagradaveis) causam ativacdo em regiées compativeis (Lapid et al., 2011).
Em estudo com animais mostrou-se que a identificacdo dos odores tem um mecanismo
complexo, com interagdo e modulagdo da ativagéo dos receptores quando ha o contato com
conjunto de odores, em vez de odores individuais. Essa ativagdo neuronal ndo se soma
somente no caso de varios odores, mas ocorre uma interagdo na ativacao e interpretacéo dos
cheiros (Xu et al., 2020). O bulbo olfatério também esta organizado em regides e os axbnios
dos neurbnios que expressam um mesmo tipo de receptor convergem para 0 mMmesmo

glomérulo dentro do bulbo olfatério (Vassar et al., 1994; Sullivan et al., 1995).

2.1.1.2 Proteinas e neurotransmissores

7

Uma proteina encontrada no epitélio olfatério é a GAP-43 (proteina
associada ao crescimento 43) que é responsavel pelo crescimento de axénios dos neurdnios
(Benowitz and Routtenberg, 1997). Em animais foi demonstrado que o aumento da expressao
do gene dessa proteina causa formacao de conexdes anormais (Aigner and Caroni, 1995).
Também participa do crescimento neuronal no processo de regeneracao do epitélio olfatério
(Verhaagen et al., 1990). Foi demonstrado em ratos que a proteina GAP-43 participa desde a
formacédo embrionéria do epitélio olfatério (Pellier et al., 1994), no periodo neonatal, expressa
em toda populacdo de neurbnios olfatérios e na fase adulta, onde se encontra apenas nos
neurdnios proximos a camada de células basais, incluindo os processos dendriticos
periféricos e axonais (Verhaagen, 1989), sendo encontrada em neur6nios olfatérios imaturos
(Yee et al., 2010) e feixes nervosos. Presente no citoplasma todo dos neurdnios (axonios,

dendritos e corpo celular) (Weiler and Benali, 2006).
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A proteina marcadora olfativa (OMP) esta presente no citoplasma dos
neurbnios olfatérios maduros tendo papel importante na cascata de deteccdo do estimulo
odorifero e transducdo desse sinal para o bulbo olfatério (Buiakova et al., 1996). Também
participa regulando essa transmisséo, controlando niveis de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP) (Dibattista and Reisert, 2016). Essa proteina esta presente nos corpos celulares,
dendritos e axbnios dos neurbnios maduros no epitélio olfatério humano (Holbrook et al.,
2011). Um importante anticorpo utilizado para marcagéo do epitélio olfatorio € o anti-proteina
marcadora olfatoria (anti-OMP) (Féron et al., 1998; Leopold et al., 2000; Witt et al., 2009;
Holbrook et al., 2011; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016). As regies das células de suporte
ndo ficam totalmente negativas pra marcacdo pela grande quantidade de dendritos que
passam por elas (Weiler and Benali, 2006). Outro marcador neuronal para o epitélio olfatério
€ Tuj-1, anticorpo monoclonal anti-beta-tubulina 11l (proteina dos microtibulos especifica para
neurdnios). A beta-tubulina lll esta presente em corpos celulares, dendritos e axénios de todos
0s neurbnios do epitélio, maduros e imaturos (Féron et al., 1998; Witt et al., 2009; Holbrook
et al., 2011; De Rezende Pinna et al., 2013; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016).

A acetilcolina é um neurotransmissor com importante papel na transmissao
do sinal do odor, modulando a resposta dos receptores olfatérios aos estimulos odoriferos
aumentando os niveis de cAMP (Li and Matsunami, 2011). O bulbo olfatério € uma regiao de
suma importancia no processamento do odor e seu volume tem relagdo com a funcgéo olfativa
(Gudziol et al., 2009). Essa regido de neurogénese é altamente inervada com fibras
colinérgicas (Zaborszky et al., 1986). Em cultura de bulbo olfatério primario de ratos, a
acetilcolina mostrou ter efeito sobre o0s receptores nicotinicos causando crescimento neuritico
(Coronas et al., 2000). Os receptores muscarinicos tipo 3 de acetilcolina estao presentes nos
neurbnios olfatérios e agem sinergicamente com o0s receptores de odorantes (Li and
Matsunami, 2011). A acetilcolina e a substancia P podem afetar o funcionamento das células
receptoras olfatérias (Bouvet, Delaleu and Holley, 1988). Foi identificada uma deficiéncia de
receptor de acetilcolina acompanhada de uma diminuicdo da funcdo olfatéria em pacientes
com miastenia grave (Leon-Sarmiento et al., 2012). Em pacientes com Parkinson as
pontuacbes dos testes olfatérios estavam correlacionadas com a atividade da
acetilcolinesterase em regides cerebrais (formacéo hipocampal, amigdala e neocdrtex) e com
escores de medidas cognitivas. Esses achados indicam um possivel mecanismo de perda
olfatéria nos pacientes com Parkinson moderadamente grave e indica uma possibilidade do
uso de andlise do olfato para identificacdo dos pacientes em risco de comprometimento
cognitivo clinicamente significativo (Bohnen et al., 2010). J& pacientes com RSC com e sem
polipose tiveram maiores niveis de expressdo de proteinas do receptor nicotinico alfa
(a7nACh) em bidpsias nasais (Cerejeira, Fernandes and Pinto Moura, 2016). Mais estudos

investigando o papel da acetilcolina na patogénese da RSC devem ser realizados.
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O primeiro passo na percepcéo olfatéria se da pela interacdo da particula
odorifera com os receptores olfatérios localizados nos cilios dos neurénios olfatérios (Buck
and Axel, 1991). Esses receptores sao acoplados a uma proteina G que ativa adenilatociclase
lll, enzima que faz a conversdo do AMP (monofosfato de adenosina) em cAMP (Bakalyar and
Reed, 1990; Wong et al., 2000). O estimulo odorifero também estimula a formacédo do cGMP
(guanosina monofosfato ciclico), através da ativacao da enzima guanilato ciclase. O aumento
do cGMP néo é imediato como do cAMP, podendo estar envolvido na dessensibilizacdo
olfatéria (Zufall and Leinders-zufall, 1997) e na resposta a estimulos odoriferos fortes (Breer,
Klemm and Boekhoff, 1992). O cGMP causa aumento do cAMP, que por sua vez regula
negativamente a guanilato ciclase, limitando a sintese de cGMP (Moon et al., 1998). A
atividade da guanilato ciclase também é modulada positivamente pelo 6xido nitrico (NO)
(Breer, Klemm and Boekhoff, 1992). Devido ao menor indice de NO nasal presente em
pacientes com RSC, os niveis de cGMP podem estar diminuidos nesses pacientes com a
possibilidade de reverséo pelo tratamento com corticosteroides. O aumento de cAMP (Brunet,
Gold and Ngai, 1996) e cGMP no neurdnio olfatério causa abertura dos canais e influxo de
calcio, geragéo do potencial de acdo na membrana neuronal levando a sua despolarizagéo e
transmissdo do sinal olfatério (Nakamura and Gold, 1987; Brunet, Gold and Ngai, 1996;
Leinders-Zufall, Shepherd and Zufall, 1996). O cGMP mantém esses canais de célcio abertos
por mais tempo, causando uma diminuicdo da sensibilidade dos neurfnios a estimulos
odoriferos repetidos (Leinders-Zufall, Shepherd and Zufall, 1996). O cGMP e o cAMP também
atuam como fatores de crescimento na mucosa olfatéria, sendo essenciais para o0
desenvolvimento e funcionalidade dos neurdnios olfatérios (Henkin, 2013). Em pacientes com
hiposmia foi encontrado menor quantidade de cAMP e cGMP em amostras de muco nasal
(Henkin and Velicu, 2011). Durante o estado inflamatério ocorre um aumento de
prostaglandina E2 que através da ligagdo com o receptor EP3, leva a uma diminuicdo de
cAMP e consequente perda da eficacia dos neurénios (Fukuiri et al., 2012; Natura et al., 2013).
Pela RSC ser uma doenca inflamatéria, os niveis de cAMP podem estar diminuidos. Com o
uso de glicocorticoide espera-se um retorno aos niveis normais de cAMP pela inibicao da
fosfolipase A2 e diminuicédo dos derivados do acido araquidonico (incluindo a PGE2).

A apoptose é o processo de morte celular programada altamente regulado
que exerce uma importante funcdo no controle do nimero de células e tamanho dos tecidos,
além de proteger o organismo de células potencialmente perigosas (Hengartner, 2000). No
epitélio olfatdrio, a apoptose participa da renovacgéao celular, podendo ocorrer em neurénios
olfatérios na mucosa olfatéria normal (Nakagawa et al., 1996). As caspases sao proteases
constituidas por cisteina que desempenham um papel fundamental na apoptose, podendo ser
iniciadores ou executoras dentro do processo de morte (Thornberry et al., 1997). Dentre as

diversas enzimas participantes, a caspase 3 € um importante componente por ser ativada em
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ambas vias principais de apoptose (via mitocondrial e via receptor de morte) (Hengartner,
2000; Kern et al., 2004) participando do desenvolvimento e maturacdo normal do epitélio
olfatério (Cowan et al., 2001). Em mucosa olfatéria de pacientes com distirbios olfatérios
causados pela idade, trauma e sinusite, foram encontrados niveis aumentados de atividade
da caspase-3 em relacdo ao tecido de individuos com funcao olfatéria normal (Kern et al.,
2004).

2.1.1.3 Bidpsia

O epitélio olfatério tem distribuicao irregular pela cavidade nasal e pode ser
danificado por infeccbes e pelo envelhecimento, dificultando os estudos desse tecido. (Lovell
et al., 1982; Nakashima et al., 1984; Paik et al., 1992; Leopold et al., 2000; Holbrook et al.,
2011; Doty and Kamath, 2014). Para obtencdo do epitélio olfatério normal ou em patologias
para estudo de sua morfologia e funcionalidade € necesséria a realizagdo de uma bidpsia,
gue é utilizada faz mais de 20 anos (B W Jafek et al., 2002a). Além disso, a bidpsia possibilita
também analise dos axdnios neuronais na lamina prépria do epitélio que pode ser utilizado

para predizer o estado do epitélio e a fungéo olfatoria (Holbrook, Leopold and Schwob, 2005).

Estudos consideraram a bidpsia segura para o olfato dos individuos. A
funcéo olfatéria total de pacientes, medida por testes de identificacdo do olfato antes e 6
semanas ou 3 meses apoOs a realizacdo da biopsia nao foi alterada (Lanza et al., 1994;
Winstead et al., 2005). A capacidade olfatéria também nao alterou-se quando comparados 0s
resultados obtidos em dois grupos de pacientes com rinossinusite crénica (RSC), um deles
submetido a bidpsia e 0 outro ndo (Andrews et al., 2016). Apesar dos estudos ja realizados
para verificagdo da seguranca da realizacdo da biopsia de epitélio olfatorio, a manutengéo da

capacidade olfativa para odores especificos nao foi avaliada.

A biépsia ndo tem uma técnica ou regido padronizada como melhor
parametro para coleta de epitélio olfatério (Féron et al., 1998; Wrobel et al., 2013; Holbrook,
Rebeiz and Schwob, 2016) e as taxas de obtencdo variam bastante (16 — 100%) de acordo
com a técnica e regiao utilizada (Lane et al., 2002; Say et al., 2004; Holbrook, Leopold and
Schwob, 2005; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016).

As primeiras bidpsias foram validadas em 1982 sem uso do endoscépio,
realizadas utilizando o Instrumento de biépsia olfatéria e solugcdo de cocaina para
vasoconstricao, encontrando epitélio em aproximadamente 17-25% das amostras de tecido.
As amostras forma analisadas através de microscopia eletrénica e foram coletadas em

regido de septo nasal. Nesse estudo néo fica recomendado o uso da bidpsia na pratica clinica
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pela dificuldade da técnica e os riscos de penetrar a lamina cribiforme e de hemorragia local
(Lovell et al., 1982).

Com o advento do endoscopio, houve uma diminuicdo nos riscos do
procedimento e facilitou a realizacdo de bidpsias nasais. Isso também trouxe uma melhora
nas taxas de obtencéo de epitélio (59,5% em regido de septo nasal). Foi utilizada anestesia
local e 0 mesmo instrumento para bidpsia e avaliacdo do tecido por microscopia eletrdnica
(Moran et al., 1992). Também foi utilizada em outro estudo a pin¢a do tipo girafa para diminuir
0 sangramento local, obtendo resultados semelhantes ao instrumento de biopsia (Lanza et
al., 1993). Ainda na década de 90, foram obtidas taxas elevadas de epitélio olfatério (73% em
concha superior e 76% em septo nasal) usando anestesia geral e pinca etmoide (Féron et al.,
1998). Outras pincas também ja foram utilizadas, como a pin¢ga em concha (42% de obtencéo
em concha média e 47% em septo nasal) (Leopold et al., 2000) e a pinca Blakesley (61% de
amostras de concha superior e septo nasal) (Lee et al., 2000b). Usando pinca pediatrica
Blakesley ou pinca de biépsia em concha de 3 mm, foi encontrado epitélio olfatério em 80%
das amostras de septo nasal anterior, retirado com anestesia local (algodédo ou angiocatéter
flexivel com mistura de lidocaina (2%) com oximetazolina (0,025%)) e endoscépio de 0 grau
rigido e analisado por imunofluorescéncia (Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016). Também foi
obtido epitélio olfatério de cadaveres através do uso de endoscaopio, obtendo epitélio olfatério
em 82,9% de concha superior e em 17,1% em concha média. A retirada post-mortem do
material (de 2 a 12 horas) dificultou a reatividade do tecido na realizacdo de imuno-
histoquimica (De Rezende Pinna et al., 2013).

Para obtencéo de células para cultivo, a substituicdo da pinca do tipo girafa
pela de perfuracdo aumentou a taxa de 23% para 76% (Winstead et al., 2005). Para o cultivo
também podem ser obtidas células viadveis usando pinca etmoidal Takahashi e
neuroendoscopio em regido de septo nasal durante cirurgia (Miedzybrodzki et al., 2006) e em
regido de concha média e septo superior posterior ( 98,8%) usando pinga em concha de 2
mm. Nesse estudo foi utilizado spray de lidocaina 1% + oximetazolina 0,05% e algodao
embebido nessa solucéo e injetou-se epinefrina 1:100.000 na mucosa apés 5 minutos. Indica-
se 0 uso da concha média por mais facilidade de acesso e realizagao em ambulatério (Wrobel
et al., 2013).
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2.1.1.4 Imunofluorescéncia

Apébs a coleta do epitélio olfatério através da bidsia da mucosa nasal, o
tecido pode ser analisado por meio de diversas técnicas. A técnica histolégica mais comum
na rotina laboratorial, a coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), pode ser utilizada para
andlise dos componentes epiteliais, como a morfologia e espessura das camadas celulares e
a presenca de feixes nervosos na lamina basal (Yee et al., 2010; Garcia et al., 2017). A
imunohistoquimica também pode ser usada para esse fim, com a vantagem de ser mais
especifica pela utilizacdo de anticorpos para marcacdo de componentes do epitélio, podendo
diferenciar regides de epitélio olfatério de outros tipos de epitélio na cavidade nasal, usando
um marcador neuronal (Kern, 2000; Yee et al., 2010; Holbrook et al., 2011; Garcia et al., 2017).
Além das técnicas histoldgicas, o epitélio olfatério pode ser analisado por meio de técnicas
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e técnicas imunoenzimaticas
como a enzima imunoensaio (ELISA) (Lavin et al., 2017). Essas técnicas podem avaliar a
expressao génica no tecido e dosar proteinas especificas, respectivamente (Lavin et al.,
2017). Outra técnica que pode ser utilizada para analise do epitélio olfatério, é a
imunofluorescéncia. Através dela pode-se avaliar a morfologia do tecido, diferenciar de outros
epitélios, e além disso avaliar a expressao de proteinas (Winstead et al., 2005; Andrew P.
Lane et al., 2010; Yee et al., 2010; Holbrook et al., 2011; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016;
Garcia et al., 2017).

Desde de 1942, a imunofluorescéncia tem sido utilizada na andlise tecidual
(Coons et al., 1942), podendo ser aplicada para estudo de proteinas (Coons, 1961), estudo
de componentes intracelulares como complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (Lippincott-
Schwartz et al., 1990), diagnéstico e estudo de diversas doengcas como cancer, tuberculose e
doencas autoimunes (Betterle and Zanchetta, 2012; Yang et al., 2018; Zhou et al., 2018).

O principio da técnica estd baseado na aplicacédo de anticorpos no tecido
acoplados com fluorocromos (corantes fluorescentes). Esses anticorpos se ligam a
determinados componentes teciduais. Os fluorocromos absorvem a luz ultra-violeta e emitem
em comprimento de onda especifico, que sdo observados em microscopios apropriados,
como o de fluorescéncia (Coons et al., 1942) e confocal, que permite a analise tridimensional
dos tecidos (Minsky, 1987). Os fluorocromos mais comuns sao o isotiocianato de fluoresceina
(FITC), o qual produz uma fluorescéncia verde-amarelada (The and Feltkamp, 1970) e o

isotiocianato rodamina (TRICT) de coloragéo vermelha (Magde, Wong and Seybold, 2002).
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Existem dois tipos de imunofluorescéncia de acordo com o tipo de anticorpo
primario utilizado. Na imunofluorescéncia direta o anticorpo primario é conjugado com
fluorocromo, sendo necessario somente ele para visualizacdo da marcagcédo (Coons et al.,
1942). Ja a imunofluorescéncia indireta o anticorpo primario ndo emite fluorescéncia, sendo
necessario a aplicacao de um anticorpo secundario para se acoplar a ele e tornar possivel a
visualizacdo dos locais onde o anticorpo se complexou (Donaldson, 2015). Na forma indireta,
torna-se possivel a utilizacdo de anticorpos secundéarios com fluorescéncias diferentes,
gerando uma imagem com cores distintas, dependo da marcacgéo. (Donaldson, 2015). Isso
possibilita por exemplo a analise dos componentes do epitélio olfatério diferenciando-o dos

outros tipos epiteliais ao mesmo tempo.

Para melhor visualizagdo do tecido na imunofluorescéncia com boa
marcagao, alguns cuidados sdo necessarios. Uma etapa importante é a coleta, sendo crucial
um manejo delicado com a amostra a fim de ndo danificar o tecido e uma fixagdo rapida e
correta para manter as caracteristicas do mesmo. Outro ponto importante € a avaliagdo e
padronizagao da diluicdo dos anticorpos, sendo que uso de controles de marcacgéo é essencial

para confirmacéo dos resultados (Donaldson, 2015).

2.1.2 Alteragdes Olfatorias

A perda da capacidade de sentir odores pode ser de forma parcial (hiposmia)
ou total (anosmia) (Jafek, Murrow and Linschoten, 2000). Diversas doencas séo capazes de
causar alteracdes na fungéo olfatéria. Entre elas estdo doencas sistémicas como Doenca de
Parkinson e Doenga de Alzheimer (Hummel et al., 2009; Arnold et al., 2010), infec¢des
(Twomey et al., 1979; Seiden, 2004) e doencas nasais como a RSC (Yee et al., 2010). Além
disso, o0 olfato pode diminuir com o passar do tempo decorrente do envelhecimento
(Sorokowska et al., 2015) ou por consequéncia de trauma cranio-encefalico (Duncan and
Seiden, 1995). Estudos apontam que a hiposmia pode ocorrer em uma a cada quatro pessoas
e anosmia em uma a cada 200 pessoas na populagéo geral, além dos casos néo reportados
(Lopes et al., 2018).

A perda do olfato pode ocasionar perda do interesse pela alimentacéo e
perda de peso (Deems et al., 1991) e pode ocorrer um aumento da ingestédo de sal e agucar
(Henkin, 2014), podendo contribuir para o aparecimento de doencas como obesidade,
hipertensdo e diabetes. Em estudo com pacientes com perda olfatéria demonstrou que
alteracdes no olfato podem alterar a ingestao alimentar do individuos. Foi encontrado que
29% dos pacientes tiveram menor ingestdo de alimentos, 39% passaram a usar maior

guantidade de tempero na comida, 37% comeram menos doces, 48 % bebiam menos bebidas
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doces. A alteracdo também impactou o habito de comer fora em 47% das pessoas
(Aschenbrenner et al., 2009).

Outras consequéncias da auséncia ou diminuicdo do olfato sdo perda da
qualidade de vida (Miwa et al., 2001), diminui¢cdo do rendimento para realizacao de atividades
diarias (Frasnelli and Hummel, 2005), aumento do risco de acidentes domésticos com gas de
cozinha e ingestado de alimentos estragados, estes sendo fonte de preocupacao para maior

parte dos pacientes (Miwa et al., 2001).

2.1.2.1 Envelhecimento

Em estudo realizado com 1422 individuos entre 4 e 80 anos, dividindo-os
em 8 faixas etarias, demonstrou o impacto da idade na capacidade olfatéria. Foi encontrado
que pacientes com mais de 70 anos tinham pontuagéo inferior no teste olfatorio (Sniffin Sticks)
(Sorokowska et al., 2015).

O envelhecimento é um fator de risco para o déficit olfatério, ocorrendo em
62,5% entre 80 e 97 anos em comparagdo com 24,5% encontrado no grupo geral (avaliadas
2491 pessoas entre 53 e 97 anos). Os distlrbios olfatérios estdo associados também ao sexo
masculino, fumantes, epilepsia, AVC, congestdo nasal e infeccdes do trato respiratorio
(Murphy et al., 2002).

A discriminacdo dos odores fica prejudicada com a idade avancada. A
amplitude e laténcia das ondas cerebrais em mensuracdo eletrofisiologica também sao
alteradas pela idade mostrando um possivel envolvimento das vias centrais na diminui¢céo do
olfato com o passar dos anos (Hummel et al., 1998).

Apesar da idade, pacientes com média de idade de 73 anos tiveram ativagédo
cerebral semelhante quanto as regifes mais comumente ativadas, regides frontais inferiores
direitas e as zonas frontal e perisilviana superiores direita e esquerda em comparagédo ao
grupo de jovens (média de 24 anos). Entretanto, com relagdo a quantidade de ativagéo, o
grupo jovem revelou maior volume de voxels ativados nos lobos frontais, regifes perisilvianas
e giros cingulados em ressonancia magnética funcional com estimulo odorifero, (D M Yousem
et al., 1999).

A regeneracdo epitelial fica prejudicada com a idade. Com o envelhecimento
o epitélio olfatério é danificado e € menor a chance de ser encontrado em biépsias, ocorrendo
alta incidéncia de substituicdo por epitélio respiratério sendo outra possivel explicacdo para a
diminuicdo do olfato na populagéo idosa (Paik et al., 1992). Em estudo com modelo animal
transgénico, no epitélio envelhecido ocorre o desaparecimento das células basais globosas e
ndo houve ativacdo das células basais horizontais, mostrando um provavel mecanismo da

perda olfatoria causada pelo envelhecimento e possivel alvo de tratamento (Child et al., 2018).
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Niveis elevados de alguns fatores inflamatoérios (IL-12, MCP-1, MCP-1, IL-8,
IL-13 e VEGF) no muco olfatério de idosos foram associados a reducéo sensibilidade olfativa,
sugerindo que a inflamacéo pode desempenhar um papel no declinio olfativo associado ao
envelhecimento (Wang et al., 2018).

O tratamento topico com fator de crescimento de fibroblastos 2 e fator de
crescimento semelhante a insulina 1 em camundongos com epitélio envelhecido pela acdo de
metimazol trouxe aumento nos neurénios olfatérios e da espessura do epitélio, sendo uma
possibilidade promissora para o tratamento da perda olfatéria devido ao envelhecimento
(Fukuda et al., 2018).

2.1.2.2 Trauma

O trauma craniano é uma causa de perda olfatéria, atingindo cerca de 17%
dos pacientes, dentre todas causas de perda olfatéria (Temmel et al., 2002) e 33% quando
excluidas causas sinusais, sendo anosmia mais prevalente entre os pacientes pés-
traumaticos (Fonteyn et al., 2014).

O trauma cranioencefalico leve em criangas pode levar a uma diminui¢éo da
pontuagdo em teste de limiar olfatério em relagdo a criangas que nédo sofreram esse trauma,
mas a pontuagéo ainda se mantém dentro da normalidade. A capacidade de identificagdo dos
odores nao foi afetada pelo trauma leve (Schriever et al., 2014).

O trauma de cabega acontece na maioria dos casos, devido a quedas,
acidentes automobilisticos, intencionais e assaltos (Langlois, Rutland-Brown and Wald, 2006).
A perda olfatéria pds-traumatica pode ocorrer quando a injdria atinge regifes importantes para
o sentido do olfato, como o bulbo olfatério e lobo frontal (David M Yousem et al., 1999).

Em estudo realizado com 20 pacientes com perda olfatéria pos-traumatica,
35% tiveram melhora de pelo menos 4 pontos no teste olfatério apés aproximadamente 40
meses em média entre o teste inicial e final (Duncan and Seiden, 1995). Apesar da dificuldade
da recuperacdo espontanea tardia, foi relatada uma melhora ap6s 9 anos do trauma em um
paciente que voltou a sentir odores, melhorando por 3 anos ap0s isso até a recuperacao da
capacidade normal do olfato sem uso de tratamento (Mueller and Hummel, 2009).

Alguns estudos encontraram resultados favoraveis de melhora da
capacidade olfatoria nesses pacientes ap0s o uso de corticoides, sendo o local da injaria e
idade do paciente fatores que influenciaram nos resultados (Ikeda et al., 1995; Jiang et al.,
2010).

Outro tratamento j& utilizado para esse tipo de anosmia é o treinamento
olfatorio. Proposto por Hummel e colaboradores em 2009, esse tratamento consiste na

exposicao repetitiva a odores de forma a estimular a regeneracdo neuronal no epitélio
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olfatério. Ele foi utilizado primeiramente por 12 semanas, duas vezes por dia com 4 odores
intensos (&lcool feniletilico, eucaliptol, citronelal e eugenol) e trouxe melhora para a
sensibilidade olfatéria em pacientes com perda olfatéria pds-traumatica e pdés-infecciosa
(Hummel et al., 2009). No Brasil, esse treinamento obteve uma taxa de melhora clinicamente
significativa de 23,5% e 25%, em 3 e 6 meses de tratamento. A adesao dos pacientes apds
3 meses de tratamento foi de 88%, e apds 6 meses, 56%. Ndo houve relacdo entre os

parametros analisados quanto a adeséo e eficicia do treinamento (Fornazieri et al., 2020).

2.1.2.3 Infeccao

O sentido do olfato pode ser também afetado através de infecc¢des virais. O
virus Herpes simplex, por exemplo, tem tropismo pelo sistema nervoso central, infectando os
neurdnios na mucosa olfatdria podendo causar anosmia (Twomey et al., 1979). Também pode
ocorrer perda olfatéria apos infecgéo viral das vias areas superiores (POPI). Muitas vezes
essa perda pode ser reversivel, mas em alguns casos permanece apo0s 0 término dos
sintomas nasais (Reden et al., 2006). A causa da perda persistente pode ser por degeneracao
dos caminhos olfatorios centrais, como o bulbo olfatério, ou destruigcdo das células receptoras
olfatérias (Seiden, 2004).

Em bidpsias de pacientes com perda olfatéria pés-viral foi observada
substituicdo do epitélio olfatério por epitélio respiratorio (Douek, Bannister and Dodson, 1975),
reducdo do numero de receptores olfatorios e epitélio desorganizado (Jafek et al., 1990).

Por outro lado, a hipotese de que altera¢des nas vias centrais também pode
corroborar com a perda continua sendo estudada e considerada por pesquisadores
(Mohammed et al., 1990; Mori et al., 1995; Mueller et al., 2005). Foi encontrada diminuicao do
volume do bulbo olfatério e presenca de particulas virais nessa regido em pacientes com essa
etiologia (Barnett, Cassell and Perlman, 1993; Mueller et al., 2005)

A POPI é uma importante causa de perda olfatéria, atingindo entre 13 a 36
% dos pacientes com disfuncéo do olfato (Seiden and Duncan, 2001; Temmel et al., 2002;
Fornazieri et al., 2014). Esse tipo de perda afeta mais 0 sexo feminino e pessoas com mais
de 40 anos (Sugiura, Tsunemasa Aiba, Junko Mori, 1998; Temmel et al., 2002).

Alguns virus tém sido reportados como associados a POPIl. O virus
Parainfluenza 11l foi encontrado em 88% dos casos de pacientes com POPI em lavado nasal
(Wang, Kwon and Jang, 2007). O rinovirus que tem grande prevaléncia nos resfriados foi
relacionado com alteracdo olfatéria (Wat, 2004; Suzuki et al., 2007). Os virus Influenza e
Coronavirus neurotropico que sao capazes de chegar ao sistema nervoso central através dos
nervos olfatorios (Perlman, Evans and Afifi, 1990; van Riel, Verdijk and Kuiken, 2015). Além

desses, outros virus séo investigados como provaveis causadores de POPI também como
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picornavirus, Epstein Barr Virus, parainfluenza | e 1l (Mori et al., 1995; Sugiura, Tsunemasa
Aiba, Junko Mori, 1998; Suzuki et al., 2007).

O olfato dos pacientes afetados por infeccBes pode ser recuperado através
da regeneracdo do epitélio olfatério e outras vias atingidas. As taxas de recuperacao
espontanea nesses casos varia de 20,7% a 67,8% (Duncan and Seiden, 1995; Reden et al.,
2011, 2012; Konstantinidis et al., 2013). A menor gravidade dos danos teciduais, ndo ser
fumante, ser do sexo feminino, apresentar disosmia e ter idade ndo avancada séo fatores que
constituem bom progndéstico para recuperacdo espontanea (Deems et al., 1991; Hummel,
Landis and Huttenbrink, 2011).

Atualmente ndo se tem um tratamento bem estabelecido para essa
disfuncdo olfatéria. Terapias com zinco e aminociclina ndo apresentaram resultados
satisfatérios (Reden et al., 2011, 2012). Ja o &cido alfa-lipoico e vitamina A tiveram resultados
positivos (Hummel, Heilmann and K.-B. Huttenbriuk, 2002; Hummel et al., 2017). O uso de
acido alfa-lipéico em pacientes com perda olfatéria pés-infecciosa concomitante com terapia
padréo trouxe melhora significativa para o olfato (Hummel, Heilmann and K. B. Huttenbriuk,
2002). Assim como a perda olfatéria pés-traumatica, a perda do olfato por infec¢éo pode ser
recuperada pelo treinamento olfatério. Esse tratamento tem como base a modulagdo do
processo regenerativo do epitélio olfatério através do estimulo repetitivo a odores
(Youngentob and Kent, 1995). O primeiro estudo que avaliou esse treinamento em pacientes
com POPI, perda olfatéria pds-traumatica e de causa idiopatica obteve uma melhora
clinicamente significante em 28% dos pacientes apds 3 meses de treinamento (Hummel et al.,
2009). Outros estudos tiveram resultados parecidos e até melhores tendo essa taxa ficado
entre aproximadamente 20 e 68% em pacientes com POPI (Konstantinidis et al., 2013; Damm
et al., 2014; Wegener et al., 2015; Fornazieri et al., 2020). O tratamento mostrou-se 2 vezes mais

eficaz em individuos com tempo de disfungéo inferior a 1 ano (Damm et al., 2014).

2.1.2.4 Doencas neurodegenerativas e neurolégicas

A perda olfatéria parcial pode ocorrer precocemente em pacientes com
doenca de Alzheimer (Devanand et al., 2000) e esta associada com a perda da cogni¢éo
podendo servir como fator preditor para o declinio da funcdo cognitiva desses pacientes
(Sohrabi et al., 2012). Foi encontrada maior presenca de proteina Tau e beta-amiloide no
epitélio nasal de pacientes com doenca de Alzheimer, quando comparado com individuos sem
doenca, correlacionando com as alteracdes patolégicas que ocorrem no cérebro desses
pacientes (Arnold et al., 2010). Testes olfatérios tem sido validados e estudos com bidpsias
de mucosa nasal tem sido feitos para utilizacdo na triagem para auxilio no diagnéstico precoce
da doenca (Godoy et al., 2018; Zendehbad et al., 2020).
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Foi demonstrada uma correlacéo entre a pontuacao baixa em teste olfatorio
com aumento da concentracao de proteina tau e menores graus em medidas de cognicdo em
pacientes com Alzheimer (Reijs et al., 2017).

Em estudo post-mortem em nervos olfativos de pacientes com perda
cognitiva leve e Alzheimer (moderada a grave), foi encontrado que os neurdnios sofrem
alteraces morfolégicas e de sinalizacdo precoces e que seguem conforme o
desenvolvimento da deméncia, sugerindo que eles possam propagar o desequilibrio para
regides centrais superiores (Bathini et al., 2019).

Na doenca de Parkinson caracterizada pela diminuicdo da sintese de
dopamina no cérebro, também ocorrem altera¢cdes no sentido do olfato, mas diferentemente
do Alzheimer, ndo foram encontradas alteragdes morfolégicas e em marcacado IHQ no epitélio
olfatério (Witt et al., 2009).

Em pacientes com Parkinson, alteragdes basais no olfato n&o foram
associadas dificuldades motoras, mas foi relacionada a disfungéo cognitiva e o progndstico,
sugerindo que o comprometimento olfativo grave pode refletir envolvimento cortical precoce,
provavelmente na regido frontotemporal (Yoo et al., 2020).

Outro estudo com pacientes com essa doenga encontraram que o relato de
perda olfatdria € subestimada, sendo importante o uso de testes objetivos para avaliagdo do
olfato nesses pacientes (Leonhardt et al., 2019).

O tratamento com estimulagdo cerebral em pacientes com Parkinson
mostrou ter impacto positivo também sobre a recuperacédo da capacidade olfatoria (Saatgi et
al., 2019).

O olfato também pode estar alterado em outras doencgas envolvendo o
sistema nervoso, como esquizofrenia e outras psicoses (Brewer et al., 2001), ndo sendo
encontradas diferencas com relacéo ao olfato entre os grupos com transtorno afetivo (Striebel
et al., 1999). Alterac@es olfatdrias foram relatadas em pacientes com desordens psiquiatricas
como depressdo e esquizofrenia, sendo mais frequentes na mulheres esquizofrénicas
(Kopala, Good and Honer, 1994). Também foi encontrada uma diminuicdo da capacidade

olfatéria em pacientes com depressao grave (Pause et al., 2001).

2.1.2.5 Doencas nasais

Em algumas doengas nasais e nasossinusais, como a rinossinusite crénica
e rinite alérgica, podem ocorrer perda olfatéria (Guilemany et al., 2009; Zhang et al., 2014),
sendo que por vezes essa perda ocorre devido a obstrugéo nasal. Pela distribuicdo posterior
do epitélio olfatério, as particulas odoriferas precisam chegar em regiées mais interiores da
cavidade nasal para que possam atingir os receptores olfatorios. Nas doencas onde ocorre

aumento de secrecdo nasal podem impedir esse transito das particulas e diminuir o olfato
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(Cowart et al., 1993; Pfaar et al., 2006). Outra linha de estudo € que devido a inflamacéo local,
o epitélio olfatério possa ser danificado e ter perda de funcdo (Alt et al., 2014).

Pacientes com rinite alérgica relataram maior gravidade de perda olfatéria e
apresentaram pontuacdes piores nos testes olfatérios de limiar, identificacdo e discriminacao
(Guilemany et al., 2009). Foi encontrada um aumento do limiar olfatério em pacientes com
rinite alérgica e maior resisténcia nasal (Cowart et al., 1993). Também houve uma melhora do
olfato e outros sintomas em pacientes com rinite alérgica persistente com levocetirizina, em
estudo randomizado, duplo-cego e controlado com placebo (Guilemany et al., 2012). Em
estudo com pacientes com rinite alérgica ao polen, houve piora do olfato durante a exposicéo
natural ao alérgeno, o que pode estar relacionado aos mecanismos inflamatérios alérgicos
(Klimek and Eggers, 1997). Entretanto, pacientes com rinite sdo afetados por disturbios
olfatérios, sendo ou nédo alérgicos (Simola and Malmberg, 1998).

A rinossinusite esta entre as doenc¢as nasais que pode afetar o olfato dos
pacientes (Kern, 2000; Mori et al., 2013; Alt et al., 2014; Zhao et al., 2014) sendo que 0s
tratamentos (com corticosteroides tépicos ou sistémicos, antibiéticos ou lavagem com salina)
iniciados mais precocemente apresentam resultados mais eficazes (Whitcroft et al., 2018).
Informac¢Bes mais detalhadas sobre rinossinusites estdo no item 2.2.

Outra doenga nasal, o desvio septal, tem resultados controversos quanto a
sua capacidade de afetar o olfato. Um estudo encontrou que o lado com desvio septal grave
teve pior resultado no teste olfatério. Também encontrou menor volume do bulbo olfatério
correlacionado a funcgéo olfatéria no lado com desvio (Altundag et al., 2014). Pacientes que
foram submetidos a septoplastia e turbinectomia inferior tiveram melhora na obstrucdo nasal
e qualidade de vida ap6s o procedimento (Yamasaki et al., 2019). Avaliando o impacto da
cirurgia de correcdo de desvio septal e hipertrofia de concha, esse procedimento mostrou
resultados positivos na capacidade respiratoria e olfativa em estudo com 30 pacientes. Oitenta
e sete por cento dos pacientes apresentaram aumento do fluxo de ar, 80% melhoraram a
funcao olfativa relacionada a identificacdo de odores, 70% a discriminacdo de odores e 54%
melhoraram a capacidade olfatéria em termos de limiar de odor (Damm et al., 2003). Ja em
outro estudo, a narina obstruida por desvio septal teve maior limiar do odor e ap0s a cirurgia
os resultados de discriminagdo do odor foram menores (Pfaar, Huttenbrink and Hummel,
2004).

Por outro lado, em outro trabalho ndo houve diferenca entre a cavidade com
desvio de septo e cavidade ndo obstruida com relacdo a capacidade de identificacdo dos
odores e ndo houve mudanca significativa apos a cirurgia de correcdo (Pfaar, Huttenbrink and
Hummel, 2004). Em outro estudo, o procedimento cirdrgico ndo afetou o olfato dos pacientes
(Kilicaslan et al., 2016), também n&o houve melhora significativa no olfato apés 3,5 e 12 meses

apos septoplastia avaliado com teste olfatério (Schriever et al., 2013). J& no trabalho
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Kimmelman, ao contrario do esperado, houve diminuicdo da pontuacdo no teste apos a
cirurgia nasal em 34% dos pacientes (Kimmelman, 1994). Mais estudos utilizando critérios de
inclusédo e exclusdo bem definidos para tirar possiveis fatores de confusdo e avaliando as
narinas unilateralmente devem ser feitos para elucidar o impacto do desvio septal na funcéo

olfatoria.

2.1.2.6 Testes olfatdrios

Os exames que analisam o olfato estdo baseados nas 3 bases da
capacidade olfativa: identificag&o, limiar e discriminacao.

Um dos principais testes olfatérios utilizados é o University of Pennsylvania
Smell Identification Test (UPSIT), desenvolvido por pesquisadores americanos na década de
80 (R. Doty et al., 1984). Esse teste teve uma versao traduzida, padronizada e validada para
a populacao brasileira em 2015 (Fornazieri et al., 2015). O teste consiste na identificacdo de
40 odores, impregnados nas paginas que ao serem riscadas, liberam os mesmos. O paciente
entdo escolhe entre 4 alternativas com o que o odor se parece. Ao final do teste com a
pontuagdo obtida é possivel a classificagdo da capacidade olfatéria do individuo em
normosmia, hiposmia (leve, moderada e grave) e anosmia de acordo com o sexo do paciente.
O teste também pode ser utilizado para analise da funcdo unilateral, obstruindo a narina
oposta ao teste com fita porosa (Doty, 2009b).

Outro teste muito utilizado para avaliacdo do olfato é o Sniffin Sticks. Esse
teste é constituido por 3 subpartes, todas compostas por odores distribuidos em canetas. A
primeira parte avalia o limiar do odor, tendo canetas com diferentes concentracdes de n-
butanol. A segunda parte é composta por 16 pares de odores onde o individuo precisa
distinguir entre os odores o correto, avaliando a discriminacdo do odor. E a terceira parte, de
identificacdo do odor, € composta por 16 canetas e o paciente escolhe entre 4 alternativas a
resposta correta (Hummel et al., 1997). Esse teste ja foi adaptado e validado para populacdo
portuguesa (Ribeiro et al., 2016) e foi adaptado e usado pela primeira vez na populagédo
brasileira em 2008 (Silveira-Moriyama et al., 2008), sendo posteriormente também adaptado
para populacao pediatrica (BASTOS, 2015).

Outro teste de avaliacdo do limiar olfatério € composto por 17 diferentes
concentracdes de alcool feniletilico (com cheiro de rosa) e o branco (somente com o diluente
neutro, propilenoglicol). Sempre séo apresentados 2 frascos, um contendo o odor e outro o
branco, e o individuo precisa identificar qual contém o odor. Ao final é calculado o limiar
atingido e classificado de acordo com a idade do paciente (Doty, 2009b).

Ambos os testes de avaliacdo do limiar olfatério, com butanol ou alcool
feniletilico, apresentam boa reprodutibilidade e resultados semelhantes. Os testes tiveram

uma correlacdo moderada quanto aos resultados (R=0,60) e ambos foram capazes de
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distinguir pacientes com disfuncéo olfatéria em estudo que comparou as duas formas de

analise (Croy et al., 2009).

2.2 RINOSSINUSITE

A rinossinusite (RS) é caracterizada pela inflamacao da mucosa do nariz e
seios paranasais, constituindo-se em uma das afeccbes mais prevalentes das vias aéreas
superiores, com um custo financeiro elevado para a sociedade. A RS viral é a mais prevalente.
A rinossinusite aguda (RSA) é infecciosa por natureza, enquanto a RSC é considerada
multifatorial. A classificacdo mais comum das RSs se baseia no tempo de evolucdo dos
sintomas e na frequéncia de seu aparecimento: rinossinusite aguda (RSA): aquela cujos
sintomas teriam duracdo de até 4 semanas; rinossinusite cronica (RSC): duragdo maior que
12 semanas; rinossinusite recorrente (RSR), quatro ou mais episédios de RSA no intervalo de
um ano, com resolugdo completa dos sintomas entre eles; rinossinusite crénica com periodos
de agudizacdo (RSCA), duracdo de mais de 12 semanas com sintomas leves e periodos de
intensificacéo (Stamm et al., 2008; Fokkens et al., 2020).

2.2.1 Rinossinusite Aguda

Alguns fatores estdo associados ao desenvolvimento da rinossinusite
aguda, como quadros de gripes e resfriados e rinite alérgica, enquanto que outros como
tabaco e alteragdes anatdbmicas, ainda n&o se tem confirmagéo (Stamm et al., 2008).

Em um recente artigo holandés, utilizando o questionario GA2LEN, foi
encontrada uma prevaléncia de 18% (17-21%) para sintomas gue apontam para rinossinusite
aguda pés-viral em trés cidades diferentes na Holanda (Hoffmans et al., 2018). A rinossinusite
aguda bacteriana é uma doenca rara, com incidéncia de 0,5-2% de rinossinusite aguda viral
(resfriado comum) (Revai et al., 2007).

Devido a cascata de inflamacéo iniciada pelas células epiteliais nasais,
ocasiona danos pelas células infiltrantes, causando edema, ingurgitamento, extravasamento
de fluidos, producédo de muco e obstrugéo sinusal no processo, levando a rinossinusite aguda

ou agravando o quadro (Fokkens et al., 2020).

2.2.2 Rinossinusite Crénica (RSC)

A RSC caracteriza-se por um processo inflamatorio da mucosa nasal e
paranasal por um periodo minimo de 12 semanas (Fokkens et al., 2012; Bachert et al., 2014),

sendo causa comum de disfunc&o do olfato (Kern, 2000; Raviv and Kern, 2004; Alt et al.,
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2014). Muitas vezes, esse sintoma nao é valorizado pelos médicos (Raviv and Kern, 2006),
apesar da sua grande importancia para a qualidade de vida do paciente (Hummel and Nordin,
2005; Croy, Nordin and Hummel, 2014).

A prevaléncia da RSC na populacdo brasileira ndo foi estabelecida e na
populacdo mundial essa taxa varia entre 5%-15% de acordo com o pais analisado (Fokkens,
Lund and Mullol, no date). Em S&o Paulo, a prevaléncia foi de 5,51% na populacdo com 12
anos ou mais e a RSC estava associada a rinite, asma e baixa renda (Pilan et al., 2012). Nos
EUA, o custo total do tratamento da rinossinusite crénica foi de 2.609 délares por ano para
cada paciente. Ja na Europa, os custos em um hospital universitario foram de 1861 ddlares
por ano para cada paciente (Fokkens et al., 2012).

A RSC pode ser classificada em com ou sem polipose baseando-se nas
apresentacdes fenotipicas da doenca (Van Zele et al., 2006; Akdis et al., 2011). Uma nova
classificacao tem sido proposta com base na fisiopatologia, através da analise dos endoétipos
inflamatorios (Tomassen et al., 2016; Divekar et al., 2017).

N&o se tem totalmente claras as causas da RSC, mas algumas alteracbes
tém sido encontradas como possiveis fatores causais. Esses mecanismos serdo abordados

nos tépicos a seguir.

2.2.2.1 Alteracdes genéticas

Em pacientes com RSC foi encontrada uma elevacdo na regulagdo em
genes (MUC5AC e MUCS5B) das mucinas (glicoproteinas mucosas), que pode desempenhar
papel importante na patogénese da hipersecre¢ado dos seios nasais que ocorre nessa doenca
(Kim et al., 2004).

Em modelo animal para RSC investigando-se o papel do gene Tbox1, foi
encontrado que esses camundongos tinham maior expressao do gene e proteina em mucosa
sinusal em comparacao aos animais sem a doenga. Além disso, estudando-se animais com
gene silenciado e com aumento de expressdo, os resultados do estudo sugerem que o
silenciamento do gene diminui a transicdo mesenquimal epitelial e inflamacdo na RSC,
através da inibicdo da via de sinalizacdo TGFb-Smad2 / 3. Esse gene pode ser um futuro alvo
de terapias para controle da inflamacgéo e tratamento dessa doenga (Zhong, Li and Zhang,
2019).

Também foi encontrado em estudo com pacientes com RSC com e sem
polipose um aumento da metilagdo no DNA no locus da Linfopoietina do estroma timico
(TSLP). A metilacdo do DNA foi correlacionada com a avaliagdo do olfato (olfatometria) e a
resisténcia nasal unilateral. A resisténcia total e os niveis de IgE no soro ndao foram

relacionados com a metilagdo do DNA (Li et al., 2019).
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Houve uma expressao diminuida dos genes S100A7 e S100A8 em estudo
genético com pacientes com RSC com e sem polipose em comparacéo a controles. No caso
dos individuos com RSC com polipose, houve diminuicdo da expressédo do gene SPINK5 e
nos sem polipose, houve diminuicdo do gene S100A9. A proteina SPINK5 estava diminuida
em amostras de poélipos. Os genes avaliados tem envolvimento na manutencao e reparo da
barreira epitelial e sua diminuicdo pode estar envolvida no estado inflamatério da RSC (Richer
et al., 2008).

2.2.2.2 Papel dos Microorganismos

Ha estudos sobre a presenca de biofilme estar envolvida na patogénese da
RSC e progndéstico da doenca (You et al., 2011), mas também foi encontrado em mucosa
normal (Mladina et al., 2010) permanecendo incerto sua participacdo na doenca.

Pacientes com RSC apresentam menor diversidade de microbiota
sinonasal, apresentando destaque para presenca de Corynebacterium tuberculostearicum.
Em modelo animal essa espécie apresentou potencial patogénico, sendo que Lactobacillus
sakei foi identificada como potencial protetora dos seus efeitos (Abreu et al., 2012).

Em estudo realizado com pacientes com RSC com e sem pélipo, com e sem
biofilme em tecido sinonasal houve altera¢éo nos genes envolvidos na regulacéo das espécies
reativas do oxigénio, mostrando que os polipos e biofilmes estdo associados a mudancas
especificas na expressdo génica. Isso aponta para respostas imunes inatas prejudicadas
diferentemente de acordo com os subgrupos de RSC (Jardeleza et al., 2013).

A exposicao a antibidticos pode causar aumento de maior que o dobro de
risco de desenvolver RSC sem polipose (odds ratio 2,21) e diminui a qualidade de vida em
até 2 anos apés o uso (Maxfield et al., 2017).

Como forma de tratamento, os probitticos tem sido estudados. Usando
probidtico (Staphylococcus epidermidis) obteve-se resultado positivo para conter os efeitos do

Staphylococcus aureus em modelo animal para RSC (Cleland et al., 2014).

2.2.2.3 Sistema imunolégico

O sistema imunolégico é responsavel pela protecao do organismo a ataques
de microorganismos. Dele fazem parte a imunidade inata e adaptativa que através de diversos
mecanismos matam e eliminam possiveis invasores. No entanto, defeitos ou alteracdes
nesses mecanismos podem causar doencas e levar a danos ao préprio individuo (Abbas,
Lichtman and Pillai, 2015). Dentre as rea¢des a patdgenos, sdo comuns a geracao de estresse

oxidativo e aumento de mediadores inflamatdrios a nivel local e sistémico.



34

2.2.2.3.1 Estresse oxidativo

Nas células do corpo humano sao produzidas espécies reativas do oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) normalmente, devido aos processos fisiolégicos, como a
respiracdo celular (Turrens and Boveris, 1980). Os principais EROs sao: radicais hidroxila,
superoxido, hidroperoxil, peréxido de hidrogénio, oxigénio singlet e ERNs: 6xido nitrico (NO),
peroxinitrito, &nion nitroxil, 6xido nitroso, trioxido de dinitrogénio, nitrito e nitrato (Katzung and
Trevor, 2017; Robbins, 2018) .

Essas substancias formadas sdo inativadas ou transformadas em moléculas
ndo danosas por componentes ndo enzimaticos como vitamina A e E, pré-betacaroteno e
acido urico, ou por algumas enzimas como superéxido dismutase (SOD) catalase e sistema
glutationa. A catalase e a superdxido dismutase catalisam a reducdo do peroxido de
hidrogénio em &agua e oxigénio (McCord and Fridovich, 1969; Kirkman, Galianoe and
Gaetanie, 1987) neutralizando seus efeitos. O sistema glutationa representa importante
mecanismo de protecdo contra a formacao de radicais livres. A glutationa reduzida reage com
radicais presentes no meio celular (reagéo catalisada pela glutationa peroxidase) impedindo
sua reagdo com outras moléculas. Apos a reacao a glutationa fica oxidada e sua recuperagéo
é feita pela enzima glutationa redutase (Meister and Anderson, 1983).

O desequilibrio entre os mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes causa o
quadro chamado estresse oxidativo (Sies, 1985). O acumulo dos EROs provoca peroxidagao
de lipideos (Minotti and Auste, 1987), danos ao DNA (Filho, Hoffmannt and Meneghini, 1984)
e proteinas (GARRISON, JAYKO and BENNETT, 1962), podendo causar morte celular
(Johnson et al., 1996) .

As células do sistema imune produzem EROs para matar agentes externos
como microrganismos invasores, mas essa reagdo se ndo controlada pode causar danos ao
tecido (Allen, Stjernholm and Steele, 1972; Babior, Kipnes and Cumvu, 1973). O estresse
oxidativo esté envolvido no processo do envelhecimento (Sohal and Weindruch, 1996; Melov
et al., 2000) e no desenvolvimento de doencas neurodegerativas (Lin and Beal, 2006; Gemelli
et al., 2013).

A maioria das proteinas apresentam residuos de tirosina em sua
composi¢do, um aminoacido aromatico ndo essencial (Held, 2006). Esses residuos séo
sensiveis a modificac6es como nitracdo e nitrosilacdo pelos ERNSs, resultando na formacéo
de nitrotirosina (Souza et al., 1999; Ischiropoulos, 2003), podendo ser utilizada como
marcador do estresse oxidativo derivado dos ERNS.

Em animais que fizeram exercicios e com restricdo calérica foi encontrado
aumento do estresse oxidativo no epitélio olfatorio, apoptose e diminuicdo dos neurdnios

olfatérios maduros (Tuerdi et al., 2018).
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Em modelo murino para rinossinusite com delecdo do Nrf; houve aumento
da inflamacdo e citocinas como interleucina-33 (IL-33) e linfopoetina estromal timica (TSLP)
em lavagem nasal e tecido nasossinusal, com exacerbacdo de eosindfilos e hiperplasia de
células caliciformes. Além disso, os camundongos apresentaram aumento de albumina sérica
no lavado nasal, mostrando alteracédo na barreira. Os dados sugerem um papel importante do
Nrfz ha regulacéo na inflamacao e barreira epitelial da cavidade nasal, sendo um possivel alvo
terapéutico para essa doencga (London et al., 2019).

Pacientes com RSC com polipose apresentaram menores niveis de vitamina
D3 em amostras de soro (48 nm/l a 85 nm/I (média 60 nm/l) comparando-se com controles (78
nm/l a 112 nm/l; média 97 nm/l), estando abaixo do normal em 71% dos pacientes e apenas
7% nos controles (Boeva et al., 2018).

Outro estudo ndo encontrou diferenga nos niveis de vitamina D entre
pacientes com RSC com e sem polipose e controles no soro, mas 0s pacientes com RSC
tiveram menos receptor de vitamina D (por imunohistoquimica) em células epiteliais de
amostras de mucosa do complexo ostiomeatal (Tomaszewska et al., 2018).

A mucosa de pacientes com RSC apresentou reducdo significativa nos
niveis de glutationa reduzida e acido Urico, diminuindo a defesa antioxidante, podendo estar
relacionada com a patogénese da doenca. Nao houve diferenga nos niveis de glutationa
oxidada e vitamina E (Westerveld et al., 1997). Quando comparados com individuos higidos,
os pacientes com RSC apresentaram menores niveis de Vitamina C em amostras sanguineas
e ndo tiveram diferenca em relacdo aos hormdnios relacionados com a tireoide (Reddy et al.,
2017). Em criangas portadoras de RSC, amostras sanguineas apresentam menor quantidade
de vitaminas E e C, cobre e zinco (Unal et al., 2004). N&o foi encontrada correlacdo entre a
presencga da RSC com e sem polipose com polimorfismos da glutationa S-transferase, asma,
intolerancia a aspirina ou alergias (Fruth et al., 2011).

Foi encontrada maior quantidade de células com positividade para espécies
reativas do oxigénio em amostra de epitélio nasal de pacientes com RSC com polipose,
seguido por RSC sem pdlipo e controles. Os dados sugerem que pacientes com RSC possam
ter maiores niveis de espécies reativas do oxigénio no epitélio, causando danos teciduais
(Fordham et al., 2013).

Pacientes com RSC apresentaram menores niveis de IL-12 no soro e de
vitamina E em mucosa nasal, sendo que pacientes com RSC severa apresentaram niveis
menores do que na os pacientes com RSC leve. Houve correlagdo positiva entre os indices
de vitamina E, IL-12 e &cido Urico e correlacdo negativa entre a severidade da doenca e os
niveis de acido Urico e glutationa reduzida (Nassar et al., 2003).

Em modelo animal com inducédo da rinossinusite bacteriana foi observado

um aumento nos niveis de malondialdeido e reducéo da atividade da superoxido dismutase e
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glutationa em comparagao ao grupo controle (Tatar et al., 2017). Coelhos com rinossinusite
maxilar aguda induzida por Staphylococcus aureus obtiveram maior atividade da superéxido
dismutase na mucosa inflamada e menor da glutationa peroxidase. Nao foram encontradas
diferencas nas atividades da catalase e nos niveis de malondialdeido (Uslu, Taysi and Bakan,
2003).

Pacientes com polipose tratados com esteroide nasal com adi¢do oral de
antioxidantes (vitaminas A, C, E e selénio) obtiveram niveis mais baixos de malondialdeido

tecidual e sérico em relacdo a terapia padréo (Sagit et al., 2011).

2.2.2.3.2 Mediadores inflamatérios

O NO é uma molécula gasosa produzida pelas enzimas NOS (6xido nitrico
sintases) (Wang and Marsden, 1995), sendo geralmente utilizada a arginina para sua sintese
(Palmer, Ashton and Moncada, 1988; Wu and Morris, 1998; Wiesinger, 2001). Trés isoformas
de NOS sdao descritas, sendo duas NOS constitutivas (nNOS e eNOS) e uma NOS induzida
(iNOS) (Kiechle and Malinski, 1993). A isoforma | ou 6xido nitrico-sintase neuronal (NNOS)
pode ser encontrada em neurbnios, células epiteliais, sistema nervoso, musculo esquelético
entre outros. A isoforma Il ou 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS) é induzida por citocinas e
lipopolissacarideos, endotélio e musculatura lisa vascular, ndo sendo detectavel em
condi¢gBes basais e ndo é regulada pelo célcio. Produz grande quantidade de NO que inibe
enzimas contendo ferro causando efeito citostatico e também fragmentacdo de DNA. Atua em
parasitas e células tumorais. A isoforma Ill ou 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) é
constitutiva e produz NO em endotélio vascular sob condi¢des basais (Forstermann et al.,
1994).

O LPS ou endotoxinas bacterianas, citocinas, como TNF-q, IL-1p ou IFN-y,
induzem a sintese de INOS. A iNOS requer sintese protéica para sua expressao e sua
atividade persiste por mais de 24 horas. A inducdo de iNOS pode ser suprimida por TGFbeta,
IL-4, IL-10 sozinhos ou sinergicamente com macréfagos, por IL-8 e por glicocorticéides, que
inibem a inducdo, mas nao a atividade das enzimas ja induzidas (Davies, Fulton and Hagen,
1995). A inducéo da iNOS é responsavel pelas propriedades citotéxicas do NO (Kiechle and
Malinski, 1993).

O NO produzido por essas enzimas € responsavel por diversas funcdes
como: antagonista de contracBes da musculatura lisa vascular, inibicdo da ativacdo
plaquetaria, modificacdo da adesividade leucocitaria e diapedese dos neutrofilos (através da
atuacdo nas integrinas), neurotransmisséo (Flora Filho and Zilberstein, 2000), vasodilatacdo
(Furchgott et al., 1984), manutencédo do calibre brénquico e regulacdo da frequéncia dos

movimentos ciliares (Flora Filho and Zilberstein, 2000).
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O O6xido nitrico pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do meio
em que ele esta e é rapidamente destruido pelo oxigénio (Archer, 1993), sendo que sua
oxidacdo produz nitrito e nitrato. O NO é citotéxico e vasodilatador (Moncada, Palmer and
Higgs, 1991) e modula reac¢8es inflamatérias ou antiinflamatdérias, dependendo do tipo celular
e do estimulo (Adams, 1996). A molécula do NO tem um elétron ndo pareado e reage
facilmente com oxigénio, radical superdxido, ou metais de transicdo, como ferro, cobalto,
manganés ou cobre (Kiechle and Malinski, 1993).

A funcdo do NO nasal nao esta bem esclarecida, mas acredita-se que esteja
envolvido em varios processos no trato respiratorio, como na defesa do hospedeiro por
eliminar microrganismos por toxidade e estimular a motilidade ciliar (Lundberg and Weitzberg,
1999).

Foi encontrado menor indice de NO nasal nos pacientes com RSC
(Lindberg, Cervin and Runer, 1997) e RSC com polipose comparados com controles (Lee et
al., 2015). Os niveis de NO também foram menores em pacientes com RSC com polipose do
gue em pacientes com RSC sem polipose e controles (Bommarito et al., 2008). Houve
aumento nos niveis de NO depois de procedimento cirdrgico e esse aumento foi relacionado
com a melhora nos valores da andlise endoscépica (Lee et al., 2015).

Em pacientes com RSC com polipose os niveis de metabdlitos do NO (nitrito
e nitrato) (fluido de lavagem nasal) e a atividade da superéxido dismutase (tecido) foram
menores, essa estando associada ao aumento de nitrotirosina. Os niveis de arginina,
metilarginina e inibidores endégenos de NOS foram semelhantes em ambos (Cannady et al.,
2007).

A administracdo de LPS (lipopolissacarideo) nasal em modelo animal
repetidamente causou diminuigdo do bulbo olfatério, processo revertido apds término da
inducao, mas a recuperacao do epitélio olfatério foi incompleta(Hasegawa-Ishii, Shimada and
Imamura, 2018).

A citocina pro-inflamatéria IL-32 também pode fazer parte da patogénese da
RSC. Maior expresséo dessa citocina foi encontrada em raspado nasal de pacientes com
RSC, sendo que pacientes de RSC sem pdlipo tiveram maior expressao de IL-32 nas células
epiteliais (Keswani et al., 2012) induzida pela resposta do tipo TH1 (Keswani et al., 2012;
Soyka et al., 2012). Em pacientes com RSC com polipo a IL-32 foi mais abundante no tecido
submucoso e nos polipose. Pela localizacdo da marcacéo positiva para IL-32 e CD3 e CD68,
supbe-se que as células T e macréfagos sao os principais produtores de IL-32 nos poélipos
(Keswani et al., 2012).

O tratamento com um glicosaminoglicano sintético (GM-1111) em animais
modelo de RSC demonstrou redugdes significativas nos sinais clinicos (p <0,05), alteracdes

teciduais degenerativas, hiperplasia das células caliciformes, infiltracdo de células
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inflamatérias (p <0,01), imunidade inata (tlr2, tir4, myd88, illb, tnfa, il6 e il12) e expressdo
génica de citocinas associadas a imunidade adaptativa (cclll, ccl24, ccl5, il4, iI5 e il13) (p
<0,05 a p <0,0001) em tecidos nasossinusais e niveis séricos de IgE (p <0,01). Os dados
sugerem que o GM-1111 reduz significativamente os efeitos locais e sistémicos da inflamacao
sinonasal associada a RSC (Alt et al., 2018).

Citocinas inflamatorias foram encontradas no muco coletado da fenda
olfatéria. Os niveis de IL-5 foram inversamente correlacionados com as pontuacfes obtidas
em teste olfatério em pacientes com RSC com e sem polipose, enquanto que IL-6, IL-7 e 0
fator de crescimento endotelial vascular A correlacionou-se positivamente em pacientes com
pélipo. Mais pesquisas sdo necessarias para estabelecer a fonte de citocinas mucosas e
estabelecer se elas desempenham um papel causal na perda olfatéria (Schlosser et al., 2016).

A avaliagdo de 17 proteinas no muco coletado na concha inferior e fenda
olfatéria de pacientes com RSC encontrou correlacdo inversa entre a pontuacdo do teste
olfatério e a concentracao do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A, fator basico de
crescimento de fibroblastos, ligante de quimiocina 2 e 20 e fator estimulador de col6nias de
macrofagos e correlagdo positiva com a expressdo de fator de células-tronco (Yoo et al.,
2019).

A proteina catidnica eosinofilica (ECP) é uma glicoproteina de cadeia Unica
purificada em 1974 (Olsson and Venge, 1974) e constitui a maior parte, cerca de 30% das
proteinas presentes nos granulos do eosindfilo (Dahl, Venge and Olsson, 1978). Apresenta
fungBes citotoxicas e ndo citotdxicas, como induzir a liberacdo de histamina dos mastocitos e
basofilos e facilitar a fibrose através da sintese de proteoglicanos (Venge and HAKANSSON,
1991) e esta envolvida no processo alérgico (Jonsson et al., 2002). A ECP exerce diversas
atividade bioldgicas como antibacteriana (Lehrer et al., 1989) e antiparasitaria (McLaren et
al., 1981).

A ECP pode exercer atividade citotoxica com mecanismo ainda néo total
elucidado, mas sugere-se que a ECP desestruture a bicamada fosfolipidica criando poros
nas membranas celulares, 0 que permite a passagem de agua e pequenas moléculas,
resultando em lise osmotica (Carreras et al., 2005), além da condensacdo da cromatina,
producdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo da atividade semelhante a caspase-3
(Navarro et al., 2008). A ECP também pode ter efeito neurotéxico através da indugdo de
apoptose aumentando a concentracdo de calcio intracelular e ativando as caspases 8 e 9
(Navarro et al., 2010).

Pacientes com RSC podem ter aumento de eosindfilos, principalmente em
pacientes com polipose (Wu et al., 2018) e o perfil de eosinofilia pode ser usado também como

forma de classificagcéo para a RSC (Okada et al., 2018).
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O fator de necrose tumoral (TNF- a) é um mediador pro-inflamatério (Beutler
and Ceramit, 1989). Nao é conhecida sua funcéo na fisiologia olfatéria humana (Andrew P.
Lane et al., 2010) e nem como afeta a fun¢éo dos neurdnios olfatérios (Sultan, May and Lane,
2011). Foi encontrado mRNA e receptor de TNF-a em epitélio olfatério normal (Farbman et
al., 1999) e induziu apoptose de neurénios maduros de epitélio olfatério (Suzuki and Farbman,
2000).

A producdo de TNF-a causou danos ao epitélio olfatorio e diminuicdo da
resposta olfativa em ratos transgénicos de modo reversivel (Andrew P Lane et al., 2010), mas
sem a intervengdo medicamentosa, a regressao espontanea da inflamacgdo na RSC é minima
(Kuehnemund et al., 2004). Foi encontrada maior expressao dos genes do TNF-a e de outros
mediadores inflamatérios (IL-6, IL-12, IL-13) em pacientes com RSC comparado com
controles (Anand et al., 2006).

A concentragdo de varias citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, TNF- q, IL-3, GM-
CSF, ICAM-1, marcadores de neutréfilos (MPO) e proteina catibnica eosinofilica (ECP)
encontram-se aumentadas na RSC (Stamm et al., 2008).

Em hibridizacdo in situ, a densidade do TNF-a estava aumentada em
pacientes com sinusite com polipose ndo alérgica em relagdo aos controles e aos pacientes
com sinusite com polipose alérgica (Hamilos et al., 1996).

Em estudo realizado com camundongos modificados geneticamente
demonstrou o envolvimento do receptor de TNF-a 1 nos efeitos inflamatérios e danificacdo

neuronal do TNF-a no epitélio olfatério (Garcia et al., 2017).

2.2.2.4 Polipose nasal

Nos pdélipos nasais (crescimento de massa celular com forma de esfera ou
gréo de uva) ocorre maior absorcédo de sodio e permeabilidade ao cloreto do que nos epitélios
das conchas nasais, pela liberacao local de mediadores inflamatérios. O aumento da absorgéo
de sodio derivado do aumento do recrutamento de células inflamatérias leva a uma maior
absorcao de liquido epitelial contribuindo para o desenvolvimento de pdlipos nasais (Bernstein
et al., 1997).

N&o se tem totalmente elucidada a causa de alguns pacientes com RSC
apresentarem a formacao de pélipos e outros ndo. Algumas diferencas tem sido encontradas
entre esses pacientes. Pacientes com RSC com pdlipo tiveram um aumento na ativacao de
células T e marcadores eosinofilicos comparados com pacientes com RSC sem pdlipo e
controles. Os pacientes com RSC sem polipose apresentou padrdo de resposta Thl e altos
niveis de IFN-y e TGF-B, enquanto que pacientes com polipose apresentaram padrdo Th2 e

concentracdo elevada de IL-5 e IgE. Esses dados reforcam a hipotese de RSC com e sem
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polipose serem doencas distintas (Van Zele et al., 2006). Foram encontrados altos niveis de
IL-5 e IgE na secrec¢do nasal de pacientes com RSC com polipose (Riechelmann et al., 2005)
e ndo foram encontrados neurénios olfatérios em pdlipos nasais de concha média (Bhutta et
al., 2011). A IL-17C (induzida por estimulo bacteriano ou inflamatério) foi encontrada em
maior quantidade no epitélio de pacientes com RSC com polipose, principalmente nos pélipos
nasais eosinofilicos podendo estar associada a patogénese da RSC com polipose,
especialmente pdlipos nasais eosinofilicos (Jin et al., 2013). Foi encontrado um aumento da
expressdo de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em pacientes com RSC com
polipose, promovendo crescimento celular e inibicdo de apoptose (Lee, Myers and Kim, 2009).

Foi encontrado menor nivel de NO nasal em pacientes com polipose. O
tratamento com corticosteroides foi eficiente na reducdo dos pélipos e melhorou os niveis de
NO (Colantonio et al., 2002). Em amostras sanguineas, houve maiores niveis de NO de
pacientes com polipose, além de maior quantidade de danos ao DNA dos linfécitos (Mrowicka
et al., 2015). Pacientes com RSC com polipose que receberam prednisona oral tiveram uma
melhora na regularizacdo de expressdo de proteinas, principalmente as que estavam
anteriormente subexpressas, sendo que 89% delas aumentaram os niveis de expressao apés
o tratamento (Workman et al., 2020).

Em andlise por citometria de fluxo em muco nasal, foram encontrados
maiores niveis de IL-5 e IL-13 em pacientes com RSC com polipo e menor quantidade de IL-
17 em pacientes com RSC sem polipo. Os pacientes com RSC com pdélipo também
apresentaram eosinofilia tecidual mais severa e pior olfato. A funcdo olfatoria dos pacientes
foi inversamente correlacionada com niveis de IL-2, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Wu et al., 2018).

Também é possivel classificar os pacientes com RSC com polipose de
acordo com o fendétipo apresentado em eosinofilico ou ndo (Nakayama et al., 2011), sendo
que o0s primeiros tem pior prognostico que pode estar associado a maior expressao dos genes
relacionados a células T auxiliares 2 (TH2), a eosindfilos (IL-4, IL-5), fator de estimulacdo de
colbnia 2 e também genes reguladores de ciclo celular (inibidor de quinase ciclina dependente
1 A e ciclina D1) e uma molécula relacionada com fibrose tecidual (TGFbeta) (Okada et al.,
2018).

Pacientes com polipose nasal apresentaram maiores niveis de estresse
oxidativo do que pacientes sem pélipo. Em amostras de tecido (bidpsia de pélipo) e sangue
de pacientes com polipose nasal, o estado oxidante total e o indice de estresse oxidativo
estavam aumentados, enquanto que o estado antioxidante total encontrava-se diminuido em
relag@o aos controles (pacientes com desvio de septo ou hipertrofia de concha média, bidpsia
de lamela lateral ou concha média). Nos pacientes com polipose o indice de estresse oxidativo
correlacionou moderadamente com a idade, sugerindo uma possivel relacdo do aumento do

estresse oxidativo causado pelo envelhecimento levar a formacao de pdlipos nasais (Bozkus
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et al., 2013). Em analise de pdlipos nasais foi encontrado maior nivel de espécies reativas do
oxigénio que pode estar relacionado com o dano tecidual (Uneri et al., 2005) e pacientes com
RSC com polipose apresentaram maior expressao de espécies reativas do oxigénio em seu
tecido sinusal, seguidos pelos pacientes com RSC sem pdélipo e controles (Fordham et al.,
2013). Houve correlacdo entre ECP de lavado nasal em pacientes com polipose nasal e
severidade da doenca, entre estresse oxidativo e obstru¢cdo nasal, NO e congestdo nasal
(Topal, Kulaksizoglu and Erbek, 2014).

A adicdo de dupilumab subcutaneo (anticorpo para IL-4 que inibe IL-4 e IL-
13, citocinas centrais na inflamagédo mediada pelas células TH2) ao spray nasal furoato de
mometasona reduziu a carga de po6lipo nasal endoscoépica apés 16 semanas (Bachert et al.,
2016). O uso de dexpramipexol causou diminuicao da quantidade de eosindfilos totais no
sangue e nos polipos nasais, mas ndo houve reducdo dos pélipos e outros aspectos clinicos
(Laidlaw et al., 2019). O uso de glicocorticoides antes da cirurgia melhorou o olfato de
pacientes com RSC com polipose, tendo o pico de melhora 1 més apds a cirurgia. A resposta
ao tratamento com corticoide correlaciona com a melhora pés cirurgia. Entretanto, essa
melhora parece ser passageira, sendo que a capacidade olfatéria diminuiu apés 3 meses
(Bogdanov et al., 2019).

Além da classificacdo em com e sem polipose, recentemente uma nova
classificagao foi indicada: RSC priméaria (tipo Il, com aumento de eosinofilos ou néo tipo 2) ou
secundaria (relacionada a outras doengas como infecgéo fungica e fibrose cistica). Ambos os
tipos podem ser difusas ou localizadas de acordo com a distribuigdo da inflamacéo (Fokkens
et al., 2020).

2.2.2.5 Perda olfatoria na Rinossinusite Cronica

A perda olfatéria na RSC pode atingir até 84% dos pacientes (Soler, Mace
and Smith, 2008). Uma meta-analise feita com 35 artigos que avaliaram prevaléncia da perda
olfatéria na RSC, encontrou uma perda em 30% usando Teste Breve de ldentificacdo de
Cheiro, 67% usando Teste de Identificacdo do Olfato e e 78,2 quando usado o teste de Sniffin
'Sticks (Kohli et al., 2017). Essa perda do olfato tem varias possiveis causas descritas até o
momento. Uma dessas causas € a obstrucdo nasal por edema de mucosa ou presenca de
polipos (Doty and Mishra, 2001; Pfaar et al., 2006; Malaty and Malaty, 2013; Alt et al., 2014;
Rimmer et al., 2014; Zhen et al., 2014), tendo correlagdo entre a piora na severidade da
doenca avaliada através de tomografia computadorizada e exame endoscopico com uma pior
funcgéo olfatéria e a presenca de polipos sendo um forte preditor para disfuncéo olfatoria (Alt
et al., 2014).
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Outra possivel causa da perda olfatéria em pacientes com rinossinusite
cronica € a injaria do neuroepitélio olfatério pelo processo inflamatorio (Alt et al., 2014) que
leva a uma perda sensorial (Kern, 2000; Andrew P Lane et al., 2010). Na mucosa de pacientes
com RSC o epitélio olfatério pode apresentar hiperplasia de células caliciformes e metaplasia
escamosa e erosiva, sendo esta Ultima de maior dano olfatério com exposi¢cdo da membrana
basal (Lee et al., 2000b; Bruce W Jafek et al., 2002; Yee et al., 2009).

A injuria do neuroepitélio olfatério pelo processo inflamatorio (Alt et al.,
2014) causa perda sensorial (Kern, 2000; Andrew P. Lane et al., 2010) sendo outra causa de
perda olfatéria em pacientes com RSC. A gravidade da perda olfatéria € maior e mais
frequente em pacientes com eosinofilia (Mori et al., 2013).

Na mucosa de pacientes com RSC o epitélio olfatério pode apresentar
hiperplasia de células caliciformes e metaplasia escamosa e erosiva, sendo esta Ultima de
maior dano olfatério com exposi¢cado da membrana basal (Lee et al., 2000b; Yee et al., 2009).

Em estudo de 2002, foram encontrados danos em receptores olfatorios
ciliados, metaplasia escamosa e fibrose em pacientes com sinusite através da microscopia
eletrénica de transmissao (B W Jafek et al., 2002b).

Em ratos transgénicos, modelo animal proposto para estudo da RSC, a
producdo de TNF-a no epitélio olfatério causou danos e diminuicdo da espessura do epitélio
e da resposta a odores. Com a interrup¢éo da indugcdo da producdo de TNF-a, o epitélio
mostrou capacidade de recuperagdo histolégica e funcional. Esses resultados corroboram
com a participacdo da inflamacdo na perda olfatéria na RSC (Andrew P Lane et al., 2010).
Nesse modelo animal com indugéo de expressdo de TNF- a também foi encontrada uma
maior expressao das proteinas JNK (quinases c-Jun-N-terminal) e apoptose, 0 que néo
ocorreu em animais com receptor TNFR1 suprimido, demonstrando uma possivel via de agédo
do TNF-a levando a apoptose neuronal. Pacientes com RSC também tiveram maior expressao
das proteinas JNK em epitélio olfatério. Portanto, os receptores TNFR1 podem ser futuros
alvos terapéuticos para o tratamento da perda olfatéria na RSC(Victores et al., 2018).

Houve diminuicdo de neur6nios olfatorios maduros e imaturos no epitélio
olfatério de camundongos transgénicos com a inducao de inflamacédo e producdo de TNF-a
com doxiciclina (modelo animal para RSC) com reversao dos efeitos apos término da inducéo
(Turner et al., 2010) e aumento de apoptose de neurdnios olfatérios em epitélio de pacientes
com RSC (Raviv and Kern, 2004).

Em estudo realizado em bidpsias de concha média e secrecdo nasal de
pacientes com RSC leve estavel que ficaram sem tratamento por 4 semanas foi encontrada
uma diminui¢@o néo significativa nos niveis de mRNA, IL-1 B, IL-6, IL-8, proteina quimiotética

de mondcitos 1, TNF-q, prostaglandina E2 e leucotrieno nesse periodo, mostrando que uma
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regressao espontanea dos mediadores inflamatérios no curso natural da RSC é minima,
indicando a persisténcia da inflamacéo (Kuehnemund et al., 2004).

Foi encontrado menos NO nasal em pacientes com RSC correlacionado com
a funcdo olfativa nesses pacientes. Essa correlacdo néo foi encontrada em individuos sem a
doenca, podendo ndo haver influéncia direta entre os dois pardmetros, mas os dois serem
afetados pela inflamacao presente nessa doenca (Elsherif et al., 2007).

Os neurdnios olfatérios se renovam no epitélio olfatério normal, mas no
epitélio de pacientes com RSC ocorre um aumento de morte desses neurdnios por apoptose
(Raviv and Kern, 2004).

Na RSC ocorre também uma deficiéncia na regeneragéo normal do epitélio
olfatério. A inflamagcéo inicial causa a ativa¢do das células basais horizontais, mas no caso da
persisténcia da inflamacao, essas células passam a ficar em um estado indiferenciado incapaz
de regeneracao. Esse processo é mediado por citocinas e quimiocinas reguladas pelo NF-
kB, como CCL19, CCL20 e CXCL10. Essas células indiferenciadas também levam a producéo
de quimiocinas pré-inflamatorias, contribuindo para permanéncia da inflamacao local (Chen,
Reed and Lane, 2019). Em pacientes com RSC devido a radioterapia apresentaram aumento
de células basais nao diferenciadas e também metaplasia escamosa no epitélio respiratério
(Huang et al., 2020).

Em modelo animal para RSC com polipose com perfil inflamatério tipo 2 /
Th2, com aumento da IL-4, IL - 5 e IL - 13 no epitélio olfatério, houve aumento no nimero de
mastécitos e eosindfilos, com infiltracdo dessas células na mucosa olfativa. Esses animais
também tiveram menor quantidade de neurdnios olfativos imaturos, provavelmente devido a
menor renovacao epitelial. N&o houve alteracdo no nimero de neurdnios maduros e nos
resultados de acuidade olfatéria por eletroolfatograma (Rouyar et al., 2019).

Foi encontrada maior expressédo genica para o marcador de eosinéfilos
(CLC: proteina cristalina de Charcot Leyden) em concha superior de pacientes com RSC com
pélipos comparado a pacientes com RSC sem poélipos e controles. A expressdo desse
marcador também correlacionou com a expressdo de IL-5, eotaxina-1 e com 0s niveis da
proteina catidnica eosinofilica. A expressdo de CLC foi inversamente relacionada com as
pontuagfes dos testes de limiar e discriminacdo olfatoria, reforcando a hipétese do influxo
local de eosindfilos na fenda olfatéria estar correlacionado com a perda olfatéria na RSC
(Lavin et al., 2017).

Em relato de caso com uma paciente de 62 anos com asma e RSC com
polipose encontrou uma melhora na capacidade olfatéria apés o uso do mepolizumab,
anticorpo monoclonal que bloqueia a IL-5. A aplicacdo dessa medicacéao trouxe diminuicdo na
obstrucdo nasal e dos seios paranasais e 0 que pode ter ocasionado a melhora no olfato

(Cavaliere et al., 2019). O uso de outro bloqueador de interleucina (IL-4 e IL-13), o dupilumab,
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associado ao uso de spray nasal de furoato de mometasona, trouxe beneficio para pacientes
com RSC com polipose sintométicos ndo responsivos a tratamento com corticoide, com
diminuicdo dos pdlipos nasais, melhora nos sintomas e qualidade de vida (SNOT-22) e do
olfato (Bachert et al., 2016).

A presenca de eosinofilia tecidual esta associada com a perda olfatéria em
pacientes com RSC com pdlipos, independente da gravidade da doenca. Essa associacado
néo foi encontrada em pacientes com RSC sem polipose (Hauser et al., 2017). Foi encontrada
maior perda de olfato nos pacientes com RSCcp (p<0.001). Essa perda também foi mais
associada aos pacientes classificados no endétipo tipo 2, com niveis de ECP elevados
demonstrada por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (Stevens et al., 2019). Pacientes
com RSC com eosinofilia tiveram maior quantidade de eosindéfilos na mucosa olfatéria e
respiratéria. Esses pacientes também tiveram menos quantidade de neurénios olfatorios
maduros no epitélio e mais erosdo em ambas as mucosas. Quando comparado ao grupo sem
eosinofilia, tiveram menor recuperacdo da funcao olfatéria apés 3 e 12 meses de cirurgia,
mostrando um possivel envolvimento dos eosindfilos na disfuncéo olfatéria na RSC
(Kashiwagi et al., 2019).

Estudo do muco nasal em 62 pacientes com RSC revelou que nos pacientes
com polipose os niveis de ligante de quimiocina 2, 5 e 11 (CCL,, CCLs, CCL11), IL-5, IL-6, IL-
13, IL-9, IL-10 e TNF-a tiveram correlagdo com a funcao olfatoria. J& no caso dos pacientes
sem polipose, somente o ligante C-X-C 5 apresentou correlagdo, mostrando diferentes perfis
inflamatorios nos grupos. Os resultados também corroboram com a hipétese da inflamacéo
estar envolvida na perda olfatéria na RSC (Soler et al., 2019).

Os niveis de IL-5 foram inversamente correlacionados com a pontuag¢&@o no
teste olfatdrio (TDI, Sniffin Sticks) em pacientes com RSC com e sem polipose. JAIL-6, IL-7 e
o fator de crescimento endotelial vascular A foram relacionados positivamente com o resultado

do teste nos pacientes com RSC com polipose (Schlosser et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o epitélio olfatério de pacientes com RSC com e sem polipose

(0]

comparar com epitélio de individuos sem a doenca para verificar possiveis causas e

mecanismos da perda olfatoria na RSC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Q-

Avaliacdo da seguranca da biépsia de concha nasal superior quanto
funcéo olfatdria e a eficacia do procedimento em conter epitélio olfatério para analises.

Andlise de possiveis alteracbes em vias de sinalizacdo do odor (segundos
mensageiros e receptor de acetilcolina), neuronal, apoptose, eosinofilia e de estresse
oxidativo no epitélio olfatério dos pacientes com RSC.

Verificar a possivel correlagdo entre a expressdo dos componentes no

epitélio olfatério com a fungéo olfatéria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PARTICIPANTES

Foram recrutados pacientes com diagnostico de RSC segundo critérios do
EPOS 2012 (European Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps) (Fokkens et al.,
2012), com e sem polipose nasossinusal e indicagdo cirargica. Para andlise do epitélio sem a
doenca e para a analise da seguranca e eficicia da biépsia, foram recrutados pacientes
aguardando cirurgia de septoplastia sem alteracbes no olfato. Todos o0s pacientes
responderam o questiondrio de inclusdo e foram excluidos: pacientes com idade inferior a 12
anos por tratar-se de outro perfil de pacientes; com idade superior a 70 anos para evitar 0s
efeitos da idade na morfologia do epitélio olfatorio; com histéria de cirurgia nasal prévia ou de
traumatismo cranioencefalico; com discinesia ciliar conhecida; em uso de alguma medicacao
tépica nasal ou antioxidantes nos ultimos 30 dias. Em todos os casos, antes da participacao
no trabalho, o paciente leu e assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
C). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(parecer: 1.024.603).

4.2 PROCEDIMENTOS

Para analise do epitélio olfatério foi realizada biépsia (3 mm) na regido da concha nasal
superior com pinga cortante, ja descrita na literatura (B W Jafek et al., 2002a; Winstead et al.,
2014) por um unico otorrinolaringologista (M.A.F.) em centro cirdrgico com anestesia geral.
Foram utilizadas 3 gotas de oximetazolina na cavidade nasal para vasoconstricdo e as
amostras coletadas com pinga de Takahashi e as amostras foram congeladas (-80°C) para
realizagcdo da imunofluorescéncia. Outra amostra de mesmo tamanho e retirada da mesma
regido foi emblocada em parafina e feita imuno-histoquimica para andlise da seguranca
olfatéria. A fungéo olfatoria bilateral e unilateral dos pacientes foi avaliada através do Teste
de Identificagdo do Olfato da Universidade da Pensilvania (UPSIT) validado para populacdo
brasileira antes da cirurgia (Fornazieri et al., 2015). Para analise da seguranca da bidpsia os
controles tiveram o olfato avaliado antes e também um més apds o procedimento. A avaliacdo
de obstrucéo nasal foi feita através da aplicacao dos questionarios NOSE (Nasal Obstruction
Symptom Evaluation) e SNOT-22 (Sino-Nasal Outcome Test) em portugués (Alves et al.,
2010; Kosugi et al., 2011) e pela aplicacdo do Peak Nasal Inspiratory Flow (PNIF), que avalia
a capacidade de inspiracao total em litros/minuto (Dufour et al., 2007). Foram coletados os
dados demogréficos, como idade, sexo, grau de escolaridade, etnia, além de dados referentes

a historia pregressa de saude do paciente, habitos e vicios através de questionario.
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4.2.1 Teste de Identificagdo do Olfato da Universidade da Pensilvania (UPSIT)

O UPSIT é constituido de quatro cartelas de 10 odores com um odor por
pagina. Os estimulos sdo embebidos em microcdpsulas plasticas presentes em uma faixa
marrom no rodapé de cada pagina. O examinador orienta a pessoa examinada a raspar com
um lapis essa faixa, o que faz o odor ser liberado. ApGs isso, 0 paciente responde a uma
guestao de multipla escolha para descrever com o que o odor se parece. A partir da pontuagéo
obtida, pode-se classificar a funcao olfatéria do individuo em normosmia, microsmia (leve,
moderada e severa) e anosmia (R. L. Doty et al., 1984; Fornazieri et al., 2015) (Tabela 1). Para
andlise unilateral, foram utilizadas 20 perguntas para cada lado, sendo a narina oposta foi
obstruida com Micropore™ (Doty, 2009b).

Tabela 1 - Classificacao da funcédo olfatorio pelo teste olfatério

Mulheres Homens
Normosmia 35-40 32-40
Microsmia leve 31-34 28-31
Microsmia moderada 26-30 24 -27
Microsmia severa 19-25 17-23
Anosmia <18 <16

Fonte: Fornazieri, 2015

4.2.2 Imunohistoquimica

Para confirmacgédo da presenca de epitélio olfatério nas amostras coletadas
para verificagdo da seguranca da biopsia, foi utilizada imunohistoquimica. As amostras foram
fixadas por 24 horas em formol 10% e desidratadas em solu¢des crescentes de alcool (80%,
95% e alcool absoluto). Foram submetidas a 4 banhos de xilol e 4 banhos de parafina de 30
minutos cada e incluidas em blocos de parafina. A seguir, foram cortadas em 3 ym de
espessura e alocados em laminas.

As laminas foram desparafinizadas em estufa e colocadas em panela de
pressao elétrica com tampao EDTA (acido etilenodiaminotetracético) por 3 minutos, seguida
por choque térmico em agua fria por 10 minutos. Em seguida, passaram para o bloqueio de
peroxidase, lavagens com PBS (tampdo fosfato-salino) e incubacdo com anticorpo anti-OMP
(anticorpo policlonal de coelho anti-proteina marcadora olfatéria, Abcam, USA, diluido 1:100
em solucdo de PBS com BSA - albumina de soro bovino- com bloqueio de proteina) para
confirmacdo da presenca de epitélio olfatorio. Os procedimentos foram feitos em camara
umida. A incubacdo com anticorpo secundario biotinilado foi feita por 10 minutos, nova

lavagem com PBS e incubacdo com estreptavidina conjugada com peroxidase de rédbano
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(HRP) (Bio SB, USA) por 10 minutos, outra lavagem com PBS, seguida de banho de PBS por
5 minutos e aplicacdo do DAB (diaminobenzidina 3,3) (50 uL de DAB cromégeno diluido em
1 m de DAB tampao, Bio SB, USA) por 10 minutos e lavagem com PBS. As laminas foram
contra-coradas com hematoxilina. A contagem de células marcadas foi feita no software
Image J com fotos das laminas em aumento de 400x em uma area de 237 pum? (area
aproximada de epitélio, padronizada para todas as amostras). A confirmacao de presenca de
epitélio olfatério foi feita quando o ndmero de células positivas contadas ultrapassou 20
células. Valores inferiores a esse foram considerados artefatos de marcacgdo. Esse valor foi
obtido a partir da marcagédo de epitélio de 5 amostras de concha inferior, tecido cuja mucosa
ndo ha relatos de presenca de células olfatorias e ndo tem expressao do gene de receptor
olfatério (Verbeurgt et al., 2014).

4.2.3 Imunofluorescéncia

As biopsias assim que retiradas foram colocadas em solugdo de
paraformaldeido (PFA) 4% por 24 horas, em uma solugdo de sacarose 30% por 24 horas
(solucdo crioprotetora) e em uma mistura de solucédo de sacarose 30 % com meio Tissue-Tek
O.C.T. compound (Sakura) por 24 horas. Posteriormente as amostras foram congeladas com
auxilio de meio Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura) e mantidas a - 80 ° C até o momento
das analises.

As amostras foram cortadas em criostato (Leica CM 1520) com espessura
de 15 micrébmetros e colocadas em laminas sinalizadas e lapidadas (Starfrost, Knittel Glass,
Germany). Os cortes foram hidratados com PBS 1x (tampé&o fosfato-salino) em 3 lavagens de
5 minutos em camara Umida e feita a recuperacdo antigénica (em suporte com solugéo de
2,16 ml de tampao acetato, 9,84 ml de tampao citrato, 108 ml de agua destilada e 60 pl de
Tween 20) em banho-maria 90°C. Apés as laminas foram colocadas no gelo até atingir 25°C,
transferidas para a camara Umida, feitas 3 lavagens com PBS 1x de 5 minutos cada e feito o
blogueio antigénico com solucdo de PBS t 0,1% (tampéo fosfato-salino com triton) e BSA 3%
(albumina de soro bovino). Foram feitas 3 lavagens com PBS 1x de 5 minutos cada e
aplicacdo dos anticorpos primarios diluidos em solucéo de PBSt 0,1% e BSA 2% conforme a
Tabela 2, mantidas em camara umida overnight. Foram feitas 3 lavagens com PBS 1x de 5
minutos cada e aplicacao dos anticorpos secundarios (anti-coelho conjugado com DyLight ®
650- GtxRb-003-D650NHSX 1:100 e anti-camundongo conjugado com FITC — F2761 1:200)
por 2 horas. As laminas foram montadas com meio de montagem (Fluoreguard Mounting
Medium, SCYTEK ) e analisadas usando microscépio confocal Leica Microsystems CMS TCS
SP8 (Mannheim, Germany). Controles negativos foram feitos utilizando as laminas com

tecido, seguindo todo o procedimento normal mas sem a aplicacdo do anticorpo primario.
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Foram quantificadas de 1 a 4 regifes de epitélio olfatério (confirmado pela marcac¢ao neuronal)

por paciente e calculada a média final por avaliador cego. Os resultados foram expressos em

intensidade de fluorescéncia em escala de cinza por area.

Tabela 2 - Lista de anticorpos primarios

Anticorpo Espécie Fabricante, Pais Tipo Diluicdo Marcacéo

anti-OMP (anti- proteina Coelho Biorbyt Policlonal 1:100 Neurénios olfatorios
marcadora olfatoria) maduros

Anti-beta tubulina lll Camundongo Thermo Fisher Monoclonal 1:100 Neurénios
anti-GAP-43 (anti- Coelho ABCAM, USA Policlonal 1:200 Neurdnios olfatérios
proteina associada ao imaturos
crescimento 43)

anti-cAMP (anti- Camundongo ABCAM, USA Monoclonal 1:100 Transmisséo do sinal
adenosina monofosfato

ciclico)

anti-cGMP ( anti- Coelho ABCAM, USA Policlonal 1:100 Transmissao do sinal
guanosina monofosfato

ciclico)

anti-caspase 3 Coelho ABCAM, USA Policlonal 1:100 Apoptose

Anti-ECP (proteina Coelho Biorbyt Policlonal 1:200 Eosindfilos
catibnica eosinofilica)

Anti-receptor Coelho Abcam Policlonal 1:100 Transmisséo do sinal
muscarinico de

acetilcolina M3

Anti-iNOS (6xido nitrico Coelho Biorbyt Policlonal 1:100 Estresse oxidativo
sintase indutivel)

Anti-nitrotirosina Camundongo  Millipore Monoclonal 1:200 Estresse oxidativo

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados utilizando o software Stata (versdo 13; Stata

Corp., Texas, Estados Unidos da América). As variaveis continuas foram expressas em média

(M) e desvio padrao (DP) e comparadas utilizando analise de variancia (ANOVA) seguido de

Bonferroni ou Kruskal-Wallis seguido por Dunn, apds a verificacdo da normalidade da
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distribuicdo dos dados utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. As andlises de seguranca por
odor foram feitas através de Intervalo de confianca de 95% (IC 95%). As variaveis categdricas
foram analisadas através do teste qui-quadrado. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.
As analises de correlacdo da emissao de fluorescéncia com a pontuacdo no teste olfatorio

foram feitas através do coeficiente de correlacdo de Pearson ou Spearman.
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Abstract

Purpose There is no standardized approach for preserving olfactory function in the side of the nose where biopsy of the
olfactory epithelium (OE) is performed. Moreover. a gold standard technique for obtaining human OE in vivo is still lacking.
‘We determined the efficacy of obtaining good-guality OF specimens suitable for pathological analysis from the lower half
of the superior turhinate and verified the safety of this procedure in maintaining bilateral and unilateral olfactory function.
Methods In 21 individuals without olfactory complaints and who had undergone septoplasty and inferior turbinectomy OE
biopsy was made during septoplasty. Olfactory function, both unilateral and bilateral, was assessed using the University of
Pennsylvania Smell ldentification Test (UPSIT) before and 1 month afier the procedune. Specimens were marked with the
olfactory marker protein for confirmation of OF presence.

Results Ninety percent of the samples contained OE, although clear histological characterization was possible from only
62%. There was no deterioration of UPSIT scores either bilaterally or unilaterally on the side of the biopsy. Patients also
maintained the ability to identify individual odorants.

Conclusion Biopsies of the lower half of the superior turbinate do not affect olfactory function and show strong efficacy
in yielding OE tissue and moderate efficacy for yielding tissue appropriate for morphological analysis. Future studies are
needed to assess the safety of this procedure in other OE megions.

Keywords Smell - Immunohistochemistry - Smell tests - Morphology - Nasal mucosa - Olfactory function

Introduction

Biopsies of the human olfactory epithelium {OE) have the
potential to shed light on the pathophysiology. diagnosis,
and even treatment of a number of discases. For example,
such hiopsies have been found useful for (a) assessing the
normal and pathological morphology of the olfactory neu-
roepithelium of fetuses and adults [1-9], (b) obtaining stem
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epithelial changes caused by such nasal diseases as chronic
rhinosimusitis and virus-indeced anosmia [15-17].

Diespite the substantial potential of olfactory epithelial
biopsies for clinical assessments and research purposes,
there is no standardized technique for biopsying human
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include the absence of straightforward physical access to
the olfactory region and the irmegular distribution of the OFE
due to viral, bacterial, and xenobiotic insults, 2 number of
which cumulate over the course of a liletime [3, 8, 21-24].
OE biopsy success rates range from 16 to 100%, depend-
ing upon the technigue wsed and the region that is tarpeted.
Thaus, studies have described success rates of 40-89% for
the superior septum [9, 10, 18, 20, 22, 25-2E], 16-100%
for the superior turhinate [10, 18, 25, 29-32], and 42% for
the middle turbinate [22]. Importantly, although some stud-
ies have reporied high percentages of OF acquisition from
supeTior turbinate biopsies, they do not describe the number
of specimens that yielded good-quality material suitable for
microscopic analysis.

Among studies that have obtained endoscopy-guided OE
biopsies, there are no mports of redoced- unilateral olfac-
tory capacity using properly validated-olfactory tests [10,
27, 30, 37]. Since bilateral esting typically reflects in the
hetier functioning side of the nose, and biopsies are typically
performed on only one side of the nose, one must establish
whether function is aliered on the side of the biopsy, & pro-
cedure that is largely lacking in the literatune [27, 30, 32].
Moreover, preservation of the ability to identify a range of
individual odors after this procedune has yet to be exploned.
Each olfactory neuwron expresses only one of over nearly
300 types of receptor proteins [33], and there isevidence, at
least in animals, that receptors are not eniformly distributed
throughout the OF [34, 35]. Thus, biopsics could remove
a group of receptor cells expressing only a subset of the
full complement of types of olfactory receptors and thereby
compromise the recognition and identification of specific
odorants. Other mechanisms melated to a possible reduction
in olfactory capacity include a reduction in the total number
of bipolar neurons, scarring near the olfactory clefi that pre-
venis odorants from reaching the olfactory cleft, and trauma
in the cribiform plate [27]. More details about the technigues
described to obtain OF. the percentages of OF present in
the biopsy samples, and the safety of these procedures with
mspect to ol factory function ane presented in Table 1.

This study determined the efficacy of 2 echnigue in
obtaining intact OE from the lower half of the superior tur-
hinate and employed a well-validated and sensitive ol factory
test to assess its safety in maintaining bilateral (total), uwnilat-
eral, and kesion-side specific olfactory function.

Materials and methods
Participants
OE biopsics wene performed in 21 patients from an out-

patient otorhinolaryngology clinic. All paticnts reported
no olfactory complaints and had undergone septoplasty

&) Springer

and inferior turbinectomy for breathing problems. Among
these 21 patients, 15 wene men (mean age: T9.4 years;
5D 12.5 years) and 6 wer women {mean 3.6 years; 5D
125 years).

Olfactory test

Bilateral- and unilateral olfactory function was assessed pre-
operatively and 1-month postoperatively using the version
of the University of Pennsylvania Smell Identification Test
(P SIT) that has been adapted and validated for the Brazil-
ian population [39]). As described previously, to measume
olfactory performance on the side where the biopsy was
performed, volunteers wene tested unilaterally (20 UPSIT
items on each side) with the opposite nostril blocked with
Micropore™ tape {3 M do Brasil, Sumaré, 5P, Brazil) [27,
40]. The study was approved by the local ethics research
committee and each participant provided informed consent
after being properly made awamre of the methods and pur-

poses of the study.

Olfactory epithelium collection

An ololaryngologist collected the samples under general
ancsthesia. Vasoconstriction was achieved topically with
three drops of oxymetazoline in each nasal cavity, and pledg-
els were not put over the OF mgion to avoid scarification.
After satisfactory superior turbinate visualization, olfactory
mucoss was collected from the lower half of this turbinate
using a pair of Takahashi forceps (Fig. 1).

Biopsy preparation

Samples were marked with anti-olfactory marker protein
(OMP). Specimens wem fived for 24 h in 10% formalin,
decalcified, dehydrated, and processed in paraffin. Serial
sections of 3-pm thickness weme obtained from each speci-
men and placed on slides. Samples wemre deparaffinized,
and the slides wene placed in 8 commercial food steamer
with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) buffer for
3 min for antigen retrieval, followed by a beat shock in
cold water for 10 min. Peroxidase blocking was per-
formed; the samples wene then rinsed with PBS {phos-
phate-buffered saline) and incubated in & humid chamber
with anti-OMP antibody (rabbit polyclonal antibody anti-
OMP, 1:750, Abcam, Cambridge., Massachusetts, UUSA)
diluted in PBS with BSA (bovine serum albumin), and
prodein blocking was assessed to confirm the presence of
OE. Incubation with the secondary biotinylated antibody
(Bio 5B, Santa B arbara, California, USA) was performed
for 10 min, followed by rinsing with PBS and incubation
with streptavidin conjugated with horseradish peroxidase
(HRP) (Bio SB. Santa Barbara, California, USA) for 10
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Ag. 1 Olfactory mucosal biopsy chnigue. Left suporior turbinake view (@) lower half punch with Takahashi forceps (D) and status post-proce-

dure (€) As the image shows, the bleeding was minimal

7 9% ¥

FAg.2 Superior and inferior turbinate biopsies browned marked for
olfactory murker prowin (OMP, 1:7350). Biopsics 8 and b illustrate
two pationts” biopsics of the superior turbinat that wers positive for

more minutes. The samples were then rinsed with PBS in
a PBS bath for 5 min. followed by DAB (diaminobenzidine
3.3) and 50 pl. of DAB chromogen diluted in | ml of DAB
buffer for 10 min, and again rinsed with PBS. Slides were
counterstained with hematox ylin. Five biopsies of the infe-
rior turbinate—without olfactory cells [35}—were used
as negative controls. A biopsy was considered success-
ful for the presence of OE when the epithelium was not
crushed during the procedure, was positive for anti-OMP,
and exhibited all cell layers in at keast one high-power ficld
visualization.

Statistical analysis

Continuous variables. such as age and UPSIT scores. were
expressed as means and standard deviations. The bilat-
cral and unilateral UPSIT mean scores and percentages of
correct answers for each odorant pre- and post-procedure
were compared and the respective 95% confidence inter-
vals were determined.

the olfactory epithelium, and € shows a negative cootrol from the
rospiratory epithelium at the inferior turbinake (00x magnification;
scale bar, S0 ym)

Results

Ninety percent of the harvested samples contained OE
(19/21). Sixty-two percent (13/21) were suitable for patho-
logical analysis (Fig. 2), reflecting samples that were not
damaged by the biopsy or the tissue-processing processes.

The olfactory biopsies did not compromise olfactory
function cither bilaterally (pre-biopsy bilateral UPSIT mean
score: 28.9, 95% Q1 26.6-31.1: post-biopsy score: 30.6, 95%
CI 28.8-32.3) or on the side of the nasal cavity where biopsy
was performed (pre-biopsy unilateral UPSIT mean score:
14.2, 95% CI 11.4-17: post-biopsy score: 13.9, CI 95%
11-16.8). Olfactory function also remained normal in the
nasal cavity that was not biopsied (pre-surgery unilateral
UPSIT mean score: 13.3, 95% CI 10.7-15.9; post-surgery
score: 13.7, 95% CI 10.6-16.8).

As shown in Table 2. patients also maintained the capac-
ity to correctly identify specific odorants (Table 2). In other
words, there was no evidence that our biopsy procedure

) Springer
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Table 2 Patients” capacity to identify specific odorants before and
afier olfactory epithelium biopsy

Odaor Befone (% of comect. Afier (% of cormect
answers, T 955) amswers, T 95%)
Piza 533 (247-81.9) 555 (3.1-80.9
Bubble gum BAT (67 2-110) ER.Q (TL.E-10)
Menthal BAT (67 2-110% 778 (56.5-99.1)
Cherry BAT (672110} BR.0 (TEE-10d)
Motor oil 533 (247-81.9) 55.6 (3.1-81)
Peppermint B0 (571100} 778 (56.6-99.1)
Banana 533 (247-81.9) T2.2(49.3-95.1)
Chme B0 (571100} ER.O (TRE-100)
Leather 467 (1B1-753) 77.8 (56.6-99.1)
Cocomut BAT (36-937) Q44 (BET-110
COmion Q33 (711 Q44 (BET-110
Fruit juice 60 (319881} T22(42.3-95.1)
Bahy powder BAT (67 2-110% 10 1001000
Jazmine TII(4R-9ET) 778 (56.5-99.1)
Cinnamon 6 (310281 ER.O (TER-10d)
(Gasoline A (— 284200 333 (02575
Strawherry BAT (306-96T) BR.0 (TEE-10d)
Coffes TII(4R-DET) T2.2(42.3-95.1)
(impre rbread 60 (319281} T2.2(42.3-95.1)
Apple 60 (31988 1) 778 (56.5-99.1)
Perfume 20 (57 1-100% BR.0 (TRE-10d)
Fhmwer B0 (571100} B33 (631000
Peach 533 (247-81.9) 778 (56.5-99.1)
Tim TII(4B-DE.T) B33 (631000
Pickles 33.3(6.3-60.4) 55.6 (X.1-81)
Pineapple B (571100} 778 (56.5-99.1)
Raspherry T3T (47-98.T7) 44 (RET-110
COirange B0 (571100} 778 (56, 5-09.1)
Walnuts 467 (1B1-753) T22(42.3-95.1)
Waermelon BAT (36-937) BR.0 (TL.E-10d)
Sabvent 533 (247-81.9) 61.1 (36.2-86.1)
(Orass BAT (67 2-110% B33 (6L 31000
Smake TII(4B-GHT) 657 (4E.5-90.8)
Woad 533 (247-81.9) T22(42.3-95.1)
Crape BAT (67.2-110) BR.0 (TEE-10d)
CGarlic 60 (319881} T22(42.3-95.1)
Soap T33(4B0-98T) 55.6 (3. 1-81.0)
Mahsral ga= TII(4B0-O8 T} ER.O (TRE-100)
Fox 4 (11568 1) 55.6 (3,181}
Peamut BAT (36-937) 657 (42.5-90.8)

compromised bilateral smell-function for any of the 40 odor-
ants employed on the UPSIT. Momrover, the iechnigue was

not associated with any complication such as continuous
bleeding or a cerebrospinal Auid keak.

Discussion

This study demonstrated that biopsies taken from the inferior
portion of the superior turbinate are safe. in that they did not
adversely affect olfactory test scores on the biopsied side of
nose, both sides of the nose tested together, or the percep-
tion of specific odorants bilaterally. We also demonstrated
that the echnigue employed shows moderate efficacy for
obtaining intact OE for microscopic evaluation. A detailed
description of the OE biopsy technigue was provided to
facilitate the standardization of this procedore, making it
mamr comparable to other studies that have explored this
topic. Motably, in our procedune, only a small mucosal piece
with a diameter of 3-5 mm was emoved from the superior
turbinate. Future mesearch is needed to determine to what
degmee our finding of safety for preserving smell ability can
be extrapolated to surgeries in which larper amounts of epi-
thelium are compromised, such as in partial turbinal msec-
tions employed in some transsphenoidal pituitary surgeries.

Owr preservation of olfactory capacity after OF biopsy
concurs with the findings of previous studies [10, 27, 32].
Some studies also noted preservation of unilateral olfac-
tory function [27, 30]. However, our sample is the first
sample that included only patients without discases that
cause moderate to severe olfactory dysfunction, such as
chronic rhinosinusitis and newrodegencrative discases,
making it & mom appropriate sample for safety analyses.
We did not observe any selective deficits to the perception
of specific UPSIT odorants following the hiopsy. Although
identification of some specific smells theoretically could
b affected since olfactory neurons amre distributed to some
degmee regionally in the OE according to the type of olfac-
tory meceptor they possess in primates [34] and because
olfactory receptors have specificity for certain types of
odor structumes [33], we did not observe any selective
anosmia after the biopsy. However, most UPSIT odor-
ants, indeed most natural odors in general, are comprised
of multiple chemicals, so redundancy may be present that
mitigates the meaningfulness of this observation.

The paticnts’ ability to perceive both pleasant and
unpleasant smells of food and identify different types
of substances on the basis of olfactory coes mmained
intact fiollowing our biopsies. One might argue that this
maintenance of olfactory acuity could also reflect the
improvement of nasal Aow afier surgery. However, there
i5 no evidence that septoplasty associated with inferior
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turbinate-partial resection improves olfaction [41-45].
In Tahle 2, despite not being statistically significant, it is
noteworthy that 31 out of 40 odors were more cormectly
chosen after the biopsy than before. This could reflect
learning of the smells or practice effect. as it is unlikely
that taking the biopsy would improve olfactory function.

UE collection from the lower half of the superior turbi-
nate was moderately effective, yielding OF appropriate for
microscopic analysis in 62% of the patients. This percent-
age was smaller than the corresponding values meported
in previous studies, such as the rate of 80% in the nasal
septum with local anesthesia wsing cupped biopsy forceps
[20], and 73% in the superior turbinate with ethmaoidal for-
ceps [18]. On the other hand, our success rate was superior
to those obtained in the superior turbinate and septum with
Blakesley forceps (61%) [25], and in the middle turbinate
using various tools (42%) [22]. Our moderate e flicacy is
related to the fact that we considered a positive biopsy
only when tissue integrity was peserved. However, if one
considers all specimens collected that possessed OE, our
efficacy excecded 90% (9.5% ). Future studies aiming for
these success rates while obtaining intact OE for morpho-
logical analysis from regions other than the superior turbi-
nate are necessary. Abrasion of an OFE specimen can hin-
der proper evaluation of the OE components and prevent
comparisons among the different groups of patients from
whom the OF was collected.

That being said, in the majority of cases our sampling
technigue allowed for harvesting OE hiopsie s without dam-
aging the specimens and facilitated easy bleeding control.
Ome limitation, which is not exclusive to this echnigue
when trying to collect human OE samples, is the reduced
size of the material and its fragility, both of which reduce
the number of samples available for analysis. Importantly,
success in obtaining OFE with this procedure may vary
according to patient’s age [24]. The patients included in
our study weme only young adults. Other studies should
clarify whether such success and =safiety is also evident in
older individuals. Another possible limitation of the study
was immunohistochemistry employment alone for OE
identification. Although typically OMP is not expressed
in the inferior turbinate region, some samples can show
background marking. Use of complementary technigues
such as immunofluorescence could be advantageouws in this
mspect, because increasing the number of markers would
be expected to mone accurately detect the presence of OE.
Muoreower, the use of frozen tissue could help decrease
background marking.

We believe that peneral anesthesia is the best approach
for OFE biopsy in the superior turbinate. In addition to
allowing better pain- and bleeding control, general anes-
thesia allows betber access to the superior turbinate, since
access in an aweke indiv idual with normal nasal anatomy

is wvery narrow and challenging even for the most trained
surgeons. Other advantages of general anesthesia are the
possibility of obtaining a bigger specimen fior analysis and
reaching the region without patient discomfort.

Conclusion

Biopsy from the lower half of the superior turbinate with
a pair of Takahashi forceps is safe for bilateral, unilateral,
and specific olfactory function. It also yields OE without
scarification that is appropriate for morphological analysis
in mone than half of the attempts. More research is needed
to continue making OFE biopsy technigues more consistent
for kee ping results comparable and safe across studies.
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Abstract

Background: Chronic rhinosinusitis (CRS) has a symptom of loss of smell and
not all the mechanisms involved have been fully elucidated.

Objetive: Check for possible changes in olfactory epithelium in patients with CRS
and analyze the correlation of the findings with olfactory function.

Methods: Patients with CRS with and without polyps and healthy individuals
(controls). Smell was assessed by the University of Pennsylvania's Smell
Identification Test and nasal obstruction by NOSE, SNOT-22 and PNIF. The
analysis of the olfactory epithelium was performed with immunofiuorescence in
nasal biopsy. ANOVA tests followed by Bonferroni, Kruskal-Wallis followed Dunn,
Chi-square, Pearson's and Spearman correlation coefficient were used for
statistical analysis.

Results: Forty-four patients were evaluated (mean: 37.4 years, SD: 12.9 years).
Fifteen participants had CRS with polyps, 19 CRS without polyps and 10 controls.
CRS patients had a significantly lower olfactory test score (UPSIT) (p = 0.001).
No difference was found between nasal obstruction between groups. There was
no significant difference in the expression of any of the evaluated markers.
However, the CRS groups showed showed possible alteration of second
messengers, apoptosis, oxidative stress and eosinophils. There was a correlation
between smell and the GAP43 (R = - 0.5, p= 0.01) and cGMP (R = 0.5, p= 0.03).
Conclusion: Patients with CRS tend to have higher levels of oxidative stress and
apoptosis in the olfactory epithelium and lower expression of cAMP, which could
lead to loss of smell. Larger samples should be used to prove this mechanism.

Key-words: oxidative stress, smell, apoptosis, biopsy
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Introduction

Olfactory dysfunction is a prevalent symptom among patients with Chronic
Rhinosinusitis (CRS), about 84%(Kern, 2000; Raviv and Kemn, 2004; Soler, Mace
and Smith, 2008; Alt et al., 2014). CRS is an inflammatory disease that affects
thousands of people (Fokkens et al., 2012). The obstructive factor of the disease
is one of the causes for the olfactory alteration (Doty and Mishra, 2001; Pfaar et
al., 2006; Malaty and Malaty, 2013; Alt et al., 2014; Rimmer et al., 2014; Zhen et
al., 2014), but the local inflammatory process is also related (Kern, 2000; Lane et
al., 2010; Alt et al., 2014; Chen, Reed and Lane, 2019). These patients had
apoptosis of olfactory neurons (Raviv and Kern, 2004) morphological changes,
such as squamous metaplasia (Yee et al., 2010), eosinophilia (Mori et al., 2013;
Hauser et al., 2017; Lavin et al, 2017; Kashiwagi et al, 2019), change in
regenerative capacity (Chen, Reed and Lane, 2019) and presence of reactive
oxygen species (Fordham et al., 2013) in the nasal mucosa. Other molecules that
could also be involved in olfactory loss in CRS, such as cAMP, cGMP and
acetylcholine receptor, were altered in other diseases with hyposmia (Henkin and
Velicu, 2011; Leon-Sarmiento et al., 2012), but have not been studied in CSR.

So far, the presence of oxidative stress in the nasal mucosa and changes
in signaling pathways, such as second messengers and acetyicholine, have not
been related to decreased olfactory capacity and cellular damage in the olfactory
epithelium in CRS. This approach could contribute to clarify the pathophysiology
of the disease and direct studies to new therapies for olfactory loss in CRS with
less side effects than current therapies with corticosteroids.

In the present exploratory study, samples of olfactory epithelium from
patients with CRS with and without polyposis were compared with samples from
healthy patients through immunofluorescence by analyzing their neuronal
components (mature and immature olfactory neurons), signaling pathways
(second messengers and acetylcholine) and damage (apoptosis, oxidative
stress, eosinophils), correlating with olfactory function to clarify the role of these
pathways in olfactory dysfunction present in CRS.
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Material and methods

Subjects

Patients diagnosed with CRS according to EPOS 2012 criteria (European
Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps) were recruited for evaluation
(Fokkens et al, 2012), with and without nasosinusal polyposis and surgical
indication. For analysis of the epithelium without the disease, healthy individuals
were evaluated, awaiting septoplasty surgery without changes in smell confirmed
by olfactory test. The following were excluded: patients younger than 12 years
old or older than 70 years to avoid the effects of age on the olfactory epithelium
morphology; with a history of previous nasal surgery or traumatic brain injury; with
known ciliary dyskinesia; using some topical nasal medication or antioxidants in
the last 30 days, patients with allergic or medicated rhinitis and patients with RSC
secondary (with known ciliary dyskinesia; cystic fibrosis; nasal tumor;
granulomatous disease; fungal ball; immunodeficiencies, Wegener; polyangitis;
odontogenic rhinosinusitis (Fokkens et al., 2020)). The research was approved
by the local ethics committee and in all cases, before participating in the work,
the patient or guardian read and signed the Free and Informed Consent Form.

Analysis of olfactory function and nasal obstruction

The olfactory function of patients was assessed using the University of
Pennsylvania's Smell Identification Test (UPSIT), adapted and validated for the
Brazilian population (Fornazieri et al., 2015). The test consists of four cards with
10 odors, one odor per page. The odors are impregnated in a brown band present
on each page. The patient scratches with a pencil in the region to release the
odor and chooses between 4 alternatives with what the odor looks like. The
olfactory function is then classified according to the final score obtained in
normosmia (degree of loss 0), light microsmia (degree of loss 1), moderate
(degree of loss 2) or severe (degree of loss 3) and anosmia (degree of loss 4).

The evaluation of nasal obstruction was carried out using the NOSE (Nasal
Obstruction Symptom Evaluation) and SNOT-22 (Sino-Nasal Outcome Test)
questionnaires in Portuguese (Alves et al., 2010; Kosugi et al., 2011) and the
application of Peak Nasal Inspiratory Flow (PNIF), which assesses the total
inspiration capacity in liters / minute (Dufour et al., 2007).

64



Immunofiuorescence

For immunofluorescence analysis of the olfactory epithelium, samples of
the nasal mucosa were collected in the upper nasal turbinate region by a single
otolaryngologist (M.A.F.) in a surgical center with general anesthesia. 3 drops of
oxymetazoline were used in the nasal cavity for vasoconstriction and the samples
collected with Takahashi forceps.

The biopsies as soon as they were removed were placed in a 4%
paraformaldehyde (PFA) solution for 24 hours, in a 30% sucrose solution for 24
hours (cryoprotectant solution) and in a mixture of 30% sucrose solution with
Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura) for 24 hours in pure Tissue-Tek for 24
hours. Subsequently, the samples were frozen with the aid of Tissue-Tek O.C.T.
compound (Sakura) and kept at -80°C until the time of analysis.

The samples were cut in a cryostat (Leica CM 1520) with a thickness of 15
micrometers and placed on marked and polished slides (Jiangsu Huida Medical
Instruments, China). The cuts were hydrated with 1x PBS (phosphate-saline
buffer) in 3 5-minute washes in a humid chamber and antigenic recovery was
performed (in support with 2.16 ml acetate buffer, 9.84 ml citrate buffer, 108 ml|
of distilled water and 60 pl of Tween 20) in a water bath at 90°C. Afterwards, the
slides were placed on ice until reaching 25°C, transferred to the humid chamber,
3 washes were made with PBS 1x for 5 minutes each and the antigen was
blocked with PBS t 0.1% solution (phosphate-saline buffer with triton) and 3%
BSA (serum albumin bovine). Three washes were made with PBS 1x of 5 minutes
each and application of the primary antibodies diluted in a solution of PBSt 0.1%
and BSA 2% according to Table 1, kept in a humid chamber overnight. 3 washes
were performed with 1x PBS of 5 minutes each and application of secondary
antibodies (anti-rabbit conjugated with DyLight ® 650- GtxRb-003-D650NHSX 1:
100 and anti-mouse conjugated with FITC - F2761 1: 200) for 2 hours. The slides
were mounted with mounting medium (Fluoreguard Mounting Medium, SCYTEK)
and analyzed using Leica Microsystems CMS TCS SP8 confocal microscope
(Mannheim, Germany). Negative controls were performed using the tissue slides,
following the entire procedure, but without the application of the primary antibody.
1 to 4 representative regions of olfactory epithelium (confirmed by neuronal
marking) were quantified per patient and the final average was calculated by an
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early evaluator. The results were expressed in gray scale fluorescence intensity
in an area of 0.02 mmZ2. The thickness of the OE in micrometers was evaluated

in the images measuring in the region of greater thickness of the sample and

averaged for comparison between the groups. The percentage of OE (positive
for neuronal marking), the presence of intact OE (with marked neurons, with all
cell layers and at least 200 um in length) and the presence of nerve bundles in

the lamina propria were also evaluated in percentage.

Table 1 - List of primary antibodies
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Antibody

omp

GAP-43

cAMP

cGMP

CASP3
ECP

ACh

INOS

NITRO

Species
Rabbit

Mouse

Rabbit

Mouse

Rabbit

Rabbit
Rabbit

Rabbit

Rabbit

Mouse

Company
Biorbyt

Thermo
Fisher

ABCAM

ABCAM

ABCAM

ABCAM
Biorbyt

ABCAM

Biorbyt

Millipore

Class

Palyclonal

Monoclonal

Palyclonal

Monoclonal

Palyclonal

Polyclonal
Polyclonal

Palyclonal

Palyclonal

Maonoclonal

Concentration Antigen

1:100

1:100

1:200

1:100

1:100

1:100
1:200

1:100

1:100

1:200

Olfactory
marker protein

beta tubulin 111

growth
associated
protein 43

cyclic
adenosine

monophosphate

cyclic
quanosine

meonophosphate

caspase 3
eosinophil

cationic protein

muscarinic
acelylcholine
M3 receplor

inducible nitric
oxide synthase

nitrotyrosine

Target

Mature
olfactory
neurons

MNeurons

Immature
olfactory
neurons

Signal

transmission

Signal
transmission

Apoplosis
Eosinophils

Signal

transmission

Oxidative
stress

Oxidative
stress



Statistical analysis
Data formed was analyzed using the Stata software (version 13; Stata Corp.,

Texas, United States of America). Continucus variables were expressed as mean
(M) and standard deviation (SD) and compared using analysis of variance
(ANOVA) followed by Bonferroni or Kruskal-Wallis followed by Dunn Test, after
verifying the normality of data distribution using the Shapiro-Wilk test. Categorical
variables were analyzed using the chi-square test. The significance level of 5%
was adopted. The comelation analyzes of the fluorescence emission with the
olfactory test score were performed using Pearson's correlation coeficiente or

Spearman correlation.

Results

Subjects description and offactory function

Forty-four patients aged between 14 and 67 years were evaluated (mean:
37.4 years, SD: 12.9 years). Twenty-seven were men (61%). Fifteen participants
had CRS with polyps, 19 CRS without polyps and 10 did not have CRS (control
group). The groups were similar with respect to age, schooling and the number
of males. The values of nasal obstruction tests did not differ between groups.
CRS patients with and without polyps had a significantly lower olfactory test score
(UPSIT) than the control group (CRS with polyps x controls p <0.0001, CRS
without polyps x controls p= 0.03). There was no difference between the groups
CRS with polyps x CRS without polyps (p= 0.1) (Table 2).

67



Table 2. Description of the studied population
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Variable Controls CRS with polyps CRS without polyps p-value
N=10 N=15 N=19
Age —years (SD) 33.5(11.6) 38.2(13.5) 38.8(13.6) 0.6
Male % 80 52.6 60 0.4
Scholarity - years (SD) 16.9 (6) 12.4(6.7) 17.7(7.3) 0.2
UPSIT (SD) 35.1(2.8) 23 (6.6) 29.1(6.9) 0.0001 *
PNIF (SD) 80(0) 78.1(36.6) 85.6(29) 09
SNOT-22 (SD) 50 (41.5) 47.1(18.5) 53.1(14.8) 0.9
NOSE (SD) 14.7 (4.2) 14.5(5.2) 15.2 (3.9) 0.9

SD: Standard deviation, UPSIT = University of Pennsylvania Smell Identification Test, PNIF =
Peak Nasal Inspiratory Flow, SNOT-22 = Sinonasal Outcome Test, NOSE: Nasal Obstruction
Symptom Evaluation. Chi-square was used for gender analysis. Age, SNOT and NOSE analysis
of variance (ANOVA) followed by Bonferroni was used and Kruskal-Wallis followed by Dunn Teste

for UPSIT, PNIF and Scholarity. * statistically significant value

Immunofluorescence

The results of the comparisons of the averages of fluorescence emission
by marker used are shown in figure 1. The control group showed a greater
amount of expression of cAMP and B3 and a lower amount of OMP, GAP43,
caspase 3, INOS, NITRO. The levels of cGMP and ACh were higher in CRS
without polyps and ECP were similar between groups. However, these results
were not statistically significant.



Figure 1 - Fluorescence emission intensity (gray scale in an area of 0.02 mm?)
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The graphs show the average intensity of fluorescence emission per group for each marker with
standard deviation. ANOVA statistical test (for OMP and B3) or Kruskal-Wallis (others markers)
was used. A: B3 (Beta-tubulin 3), B: OMP (Olfactory marker protein), C: GAP43 (Growth
Associated Protein 43), D: CASP3 (Caspase 3), E: iINOS (inducible Nitric Oxide Synthase), F:
NITRO (Nitrotyrosine), G: cGMP (Cyclic guanosine monophosphate), H: cAMP (Cyclic adenosine
monophosphate), I: ACh (muscarinic acetyicholine M3 receptor). J. ECP (Eosinophil cationic
protein). CRSwWNP: Chronic rhinosinusitis with polyps, CRSsNP: Chronic rhinosinusitis without
polyps.

Figure 2 shows the expression of neurons (B3 total neurons and GAP43
immature neurons, A,B,C), apoptosis (CASP3 caspase 3, D,E,F) and oxidative
stress (iINOS, G,H,| and NITRO nitrotyrosine JK,L) in immunofluorescence
images. In the images, the CRS with polyps group has lower expression of
GAP43 (C) than controls (A) and CRS with polyps (B). The groups with CRS with
and without polyps also showed greater expression of apoptosis (E,F) and
oxidative stress (H,|,K,L) than controls (D,G,J).

In figure 3 we can also see the location of eosinophils in the region below
the olfactory epithelium and also some within the region epithelial in a patient with
CRS with and without polyposis (B,C), superior to find in the slides obtained from
the controls (A). It is possible to see a lower expression of CAMP in the CRS
group without polyps (F) that in the controls (D) and CRS with polyps (E). Images
are variable as to B3 and OMP levels. The group CRS without polyps presents
stronger expression of GMP, mainly in regions below the epithelium (l). In the
images difference in acetylcholine receptors is not evident (J,K,L).
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Figure 2. Immunofluorescence of the olfactory epithelium for neuronal, apoptosis

and oxidative stress expression

The images show immunofluorescence of the human olfactory epithelium. The first column shows
samples from the control group (A,D,G,J), the second column shows samples from the group
Chronic rhinosinusitis with polyps (B,E H K) and the third column shows samples from the group
Chronic rhinosinusitis without polyps (CF.I.L). B3: beta-tubulin 3; GAP-43: Growth Associated
Protein 43, CASP3: caspase 3; INOS: inducible Nitric Oxide Synthase; NITRO: Nitrotyrosine,

OMP: Olfactory marker protein. The scale bars are 50 ym
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Figure 3. Immunofluorescence of the olfactory epithelium for eosinophilia,

second messengers and acetylcholine receptor expression

The images show immunofluorescence of the human olfactory epithelium. The first column shows
samples from the control group (A,D,G.J), the second column shows samples from the group
Chronic rhinosinusitis with polyps (B,E,H K) and the third column shows samples from the group
Chronic rhinosinusitis without polyps (C.F.IL). B3: beta-tubulin 3; ECP: Eosinophil cationic
protein; OMP: Olfactory marker protein, AMP: Cyclic adenosine monophosphate; GMP: Cyclic
guanosine monophosphate; ACh: muscarinic acetylcholine M3 receptor. Image J shows the

measurement of the thickness of the epithelium in control. The scale bars are 50 ym
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There was a negative correlation between the score obtained on the
offactory test and the GAP43 (R = - 0.5, p= 0.01) and positive with a marker for
the cGMP (R = 0.5, p= 0.03). There was no significant correlation between the
olfactory test and the expression of the other evaluated molecules (cCAMP R=
-0.1, p=0.6; OMP R = - 0.1, p= 0.5; B3 R = 0.05, p= 0.8; Nitro R = -0.1, p=0.6;
INOS R =0.2, p=0.3; Caspase-3 R = -0.3, p=0.3; ECP R=0.2, p=0.5; ACh R=0.3,
p=0.3).

Olfactory epithelium obtainment and thickness

Among the 44 patients in which the biopsy was performed, olfactory
epithelium was obtained for analysis in 27 patients (63%). In controls, the rate of
achievement was 70%, 47% in CRS with polyps and 72% CRS without polyps (p
=0.3). Only in 1 patient with CRS with polyps there was another type of epithelium
than non-olfactory, in the others there was no epithelial type. Considering only
intact EO, in the control group there was 70%, in the RSC with polyps 47% and
without polyps 67% (p = 0.4). All patients had nerve bundles in the lamina propria.

There was no difference in the analysis of the thickness of the EO when
comparing patients with CRS with and without polyposis and controls (Mean
controls = 72.7 pm + 14.4 ym, CRS with polyps = 71.2 ym + 14.5 ym and CRS
without polyps = 69.7 pm £ 11.9 ym, p = 0.9), an example of measurement can
be seen in figure 3 J.

Discussion

The present study found a tendency to lower values in the CRS for cAMP
and higher for cGMP. The CRS patients also had a higher expression of
apoptosis and oxidative stress. Furthermore, show the presence of eosinophils
in the olfactory epithelium in CRS. These results show a probable role of these
mechanisms in olfactory loss in CRS. Patients with CRS had no nasal obstruction
significantly greater than the control group (assessed by PNIF, NOSE and SNOT-
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22), and had a significant difference in the olfactory function, demonstrating that
this change in smell is not due to obstructive factors.

In our work, no significant difference was found in neuronal markers, both
total, mature and immature neurons. However, we found correlation between the
score obtained on the olfactory test and the GAP43 (R = - 0.5, p= 0.01). These
results were contrary to those found in animal models that had changes in
neuronal levels (Lane et al., 2010; Rouyar et al., 2019). In humans, patients with
eosinophilia had fewer mature neurons in the epithelium (Kashiwagi et al., 2019).
The data suggest a difference between patient profiles within CRS, with or without
alteration of neurons at the epithelial level. There was also no significant increase
in apoptosis in the OE, but CRS patients had a higher mean expression. In a
previous study, an increase in apoptosis was found in neurons (Raviv and Kern,
2004). In our study, caspase 3 expression was not co-located with neuronal
labeling (data not shown), showing that it could be other epithelial cells that were
in the process of apoptosis.

Levels of oxidative stress markers (nitrotyrosine and iINOS) had no
sgnificant difference between groups in this study. However, both markers were
Imore expressed in the CRS groups. Data corroborate previous studies, where
CRS patients had lower levels of antioxidants, such as vitamin E (Nassar et al.,
2003), vitamin C (Reddy et al, 2017), reduced glutathione and uric acid
(Westerveld et al., 1997), and greater amount of reactive oxygen species
(Fordham et al., 2013). This show a possible participation of this mechanism in
the loss of olfaction in CRS and being an alternative to a therapeutic target.

The second messengers cAMP and cGMP play a fundamental role in the
sense of smell, since they are elevated when the odorous particle binds to the
receptor in the OE, causing neuronal depolarization and odorous signal
transmission. (Nakamura and Gold, 1987; Brunet, Gold and Ngai, 1996,
Leinders-Zufall, Shepherd and Zufall, 1996). In our results, we found an average
of less cCAMP in patients with CRS with and without polyps, and higher cGMP in
the group without polyposis, but not significant. We also found positive correlation
between olfactory test and marker for the cGMP (R = 0.5, p= 0.03). These
findings corroborate in part with that found in patients with hyposmia, where they
had less cAMP and cGMP in nasal mucus samples (Henkin and Velicu, 2011).
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During the inflammatory state, an increase in prostaglandin E2 occurs which,
through binding with the EP3 receptor, leads to a decrease in cAMP and a
consequent loss of the effectiveness of neurons (Fukuiri et al., 2012; Natura et
al., 2013), this could also explain the decrease in cAMP levels in patients with
CRS. The increased levels of cGMP could be due to the lack of regulation that
occurs by the cAMP molecule on the enzyme guanylate cyclase (Moon et al.,
1998).

Acetylcholine is a neurotransmitter with an important role in the
transmission of the odorous signal, increasing cAMP levels and the type 3
muscarinic receptor is present in olfactory cells (Li and Matsunami, 2011). A
deficit in this type of receptor could prevent the correct identification of odors. The
results were not statistically significant as for the expression of these receptors,
but the CRS without polyps group had a higher mean. In other diseases such as
myasthenia gravis, acetylcholine receptor deficiency has been found
accompanied by a decrease in olfactory function (Leon-Sarmiento et al., 2012).
Patients with CRS with and without polyps had higher |levels of a7nACh nicotinic
receptor protein expression (involved with the inflammatory response) in nasal
biopsies, (Cerejeira, Fernandes and Pinto Moura, 2016), but so far a relationship
with muscarinic receptors has not been reported. The expression of the receptors
does not represent the levels of free acetylcholine either. More studies should be
done to investigate this possible relationship using a larger number of patients for
evaluation.

The presence of eosinophils in the OE did not show a statistically
significant difference between controls and patients with CRS, but these
individuals had a greater number of these cells, mainly in the region below the
epithelium. Other studies have shown eosinophils in the nasal mucosa in an
animal model and in patients with CRS (Lavin et al., 2017; Rouyar et al., 2019)
and correlation between that presence and smell (Hauser et al., 2017). This
justifies the lack of significance, as the fluorescence emission assessment was
made within the epithelial region. The presence of these cells could be linked to
damage to nerve bundles that advance from the epithelium into the nasal
mucosa, causing olfactory deficit. These results corroborate the findings of other
studies that found greater eosinophilia in patients with CRS (Lavin et al., 2017)
and greater loss of smell in patients classified as type 2 endotype, with high levels
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of ECP (Stevens et al., 2019) both demonstrated by PCR (polymerase chain
reaction) technique However, another study found no relationship between
mucosal eosinophilia and smell (Farrell ef al., 2021). Further studies are needed
to elucidate the markers that mediate inflammation in olfactory function in CRS.

Interestingly, there was no significant difference in obtaining total or intact
OE between groups. However CRS with polyps have lower rate of intact OE (47%
and control 70%). Of the samples where no OE was found, only one contained
another type of epithelium, the rest did not have any type of epithelium. This fact
and the presence of nerve bundles, found in 100% of patients, indicates that there
was previously OE. We believe that the antigenic recovery technique may have
contributed to the loss of the epithelium during the procedure. This procedure
serves to better expose the epitopes and obtain a more defined marking and
studies similar to ours used this step (Holbrook, Leopold and Schwob, 2005;
Holbrook et al., 2011; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016). In future studies, it
may be attempted to perform immunofluorescence without this step to verify a
greater quantity of slides with epithelium, but checking the quality of image
acquisition.

In our study, the thickness of the OE was not significantly changed by the
RSC. However, the mean obtained in the sick groups was lower than that found
in the controls. This result is similar to that found by Yee and collaborators, where
also the average number of patients (CRS with and without polyposis) was lower,
but not statistically significant. (Yee et al., 2010). In transgenic rats, an animal
model proposed for the study of CRS, the production of TNF-a (tumor necrosis
factor alpha) in the olfactory epithelium caused damage and decreased thickness
of the epithelium and the response to odors. With the interruption of the
production of TNF-a, the epithelium showed capacity for histological and
functional recovery (Lane et al., 2010), however, a decrease in thickness in the
EO was not found in human biopsies.

One limitation was the use of individuals with septal deviation in the control
group, who may also have some degree of nasal obstruction. In addition, due to
the large variation found among individuals in the same group (presenting an
increased standard deviation), a larger sample would be important to confirm the
results. But due to the fact that biopsy is an invasive procedure, the procedure
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had to be performed in a surgical environment, so the difficulty in obtaining
material of individuals without any type of alteration in large numbers.

The evaluations performed did not include elderly or pediatric patients, as
well as individuals with secondary CRS were excluded. For extrapolation of data
to these populations further studies should be carried out.

Conclusions

The data show that patients with CRS with and without polyps tend to have
higher levels of oxidative stress and apoptosis in the olfactory epithelium and
lower expression of cAMP, which could lead to loss of smell. Studies with a larger
number of participants should be carried out to confirm these findings and to
influence new targets for the treatment of this disorder.
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6 CONCLUSOES

A realizacdo de biépsia em concha nasal superior é segura para a fungéo
olfatéria do paciente, ndo alterando a capacidade total e especifica de identificar odores. Essa
técnica também é eficaz em obter epitélio olfatério para andlises morfoldgicas e funcionais.
Pacientes com RSC apresentam tendéncia a menor quantidade de cAMP e maior expressao
de apoptose, estresse oxidativo e presenca de eosinéfilos na mucosa nasal, indicando

possivel mecanismo de perda olfatéria na RSC.
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ENTREVISTADOR: DATA: / /

Nome:

Data de Nascimento: / / Idade: ___ _ anos

Sexo: 1- Masculino 2 - Feminino

Enderecgoatual:

Rua/Av/Al: N2

Compl. cep. . -

Bairro: Regido:

Telefoneparacontato:

Fixo:( ___ ) __ - () -

Celar: (___)___ - () -

Municipio e Estado de Nascimento: /

1 Qualseugrupoétnico? 1. branco 2. negro 3. pardo 4. amarelo 5. indio 9. NS/NR

2 | Qual arenda mensal da 1. menos ou igual a724reais 2. 725 a 2890reais 3.2891a 7240 reais 4. mais de 7240reais 9. NS/NR
familia:

3a | Vocéfuma? 1-Sim 2 —Nao(pule para 3e) 9 — NS/NR(pule para 3e)

3b | Quantos cigarros ou outros/dia?

3c | Vocétraga? 1-Sim 2 -N3o 9 - NS/NR

3d | Com que idade comegouafumar? __ anos(pularpara 4)

3e | Vocé ja fumou alguma vez? 1-Sim 2 —N3&o(pule para4) 9 — NS/NR(pule para 4)

3f | Sesim, com que idade comegou? ____ anos

3g | Com queidade paroudefumar? ___ anos

3h | Quantos cigarros fumava por dia?_____ -

3i | Sua habilidade de sentir odores mudou apds parar?  1-Sim 2 -Ndo 9 —NS/NR

3j | Quanto mudou (1-nada- a 10-muito)? -
Qual seu grau 1. ensino fundamental incompleto 3. ensinomédioincompleto 5. ensino superior incompleto

. delnstru¢do? 5 ongino fundamental completo 4. ensinomédiocompleto 6. ensino superior completo

Quantos anos de estudo?

anos

Qual a suaocupagao?

Atualmente, vocé esta utilizando algum tipo de medicag¢do 1-Sim 2 —N3o(pule para 9) 9 — NS/NR (pule para9)
5 (incluindo anticoncepcional)?

Se sim, qual/quais?

Atualmente vocé tem alguma doenga nasal? 1-Sim 2 — Nao(pule para 10) 9 — NS/NR(pule parai0)
6

Se sim, qual/quais?

Atualmente vocé tem alguma outra doenga? 1-Sim 2 - Nao 9 — NS/NR
7

Se sim, qual/quais?
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Critérios para Inclusdao no estudo — Todas as questdes devem ser respondidas, mas ndo podera participar

do estudo se alguma resposta obtida estiver em destaque. Pacientes do grupo de rinossinusite ndo serdo

excluidos caso respondam sim para as perguntas 8 e 9.

g Vocé tem dificuldade em sentir o cheiro das coisas? 1-Sim 2 - Nao 9 - NS/NR
Explique:
o Vocé tem dificuldade em sentir o gosto das coisas? 1-Sim 2 - Nao 9 — NS/NR
Explique:
10 | Vocé esta resfriado(a) ou gripado(a)? 1-Sim 2 - Ndo 9—NS/NR
Sofre de alguma destas doengas?
a) Parkinson 1-Sim 2 - Nao 9 — NS/NR
b) Alzheimer 1-Sim 2 - N3o 9 - NS/NR
11 | ¢) Epilepsia 1-Sim 2 - N3o 9 - NS/NR
d) Derrame 1-Sim 2 - Nao 9 — NS/NR
e) Tumores no cérebro 1-Sim 2 - Nao 9 —NS/NR
f) Paralisia de brago(s)/perna(s) 1-Sim 2 - Nao 9 —NS/NR
Toma algum remédio para doenga psiquiatrica, da cabega?
1-Sim 2 - Nao 9 — NS/NR
12 (ndo excluir se tomar somente antidepressivo)
Qual?
13 | Problema grave de memdria 1-Sim 2 - Ndo 9 - NS/NR
14 Alguma vez bateu a cabega tao forte que ficou desacordado e foi para o 1-Sim 2 - Nio 9 NS/NR

hospital?
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ANEXO C — Termo de consentimento Livre e Esclarecido

NGs, Ellen Cristine Duarte Garcia, Waldiceu Aparecido Verri Junior e Marco

Aurélio Fornazieri, responsaveis pela pesquisa intitulada “Analise do epitélio olfatério de
pacientes com Rinossinusite Crbnica”, estamos fazendo um convite para vocé participar
como voluntario deste nosso estudo.
1 - Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer ddvida ou
pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com o
pesquisador ou com o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no
Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera
ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida,
assinada e entregue ao (a) senhor(a). 2 - Essas informacdes estdo sendo fornecidas
para sua participacdo voluntaria neste estudo, que visa descrever as alteracbes no
epitélio olfatério nos pacientes portadores de rinossinusite crbnica. Esse objetivo sera
alcancado através da biopsia do epitélio olfatério sob anestesia geral durante a
cirurgia, aplicacdo de questionario e teste da sua capacidade de sentir cheiros.
Pacientes voluntarios sem rinossinusite crénica e sem alteracdes olfatérias com
indicacdo de correcdo de desvio de septo serdo submetidos a biopsia durante o
procedimento cirargico e repetirdo o teste olfatério 1 més apos a cirurgia. 3 - Ndo ha
desconforto ou risco esperado na realizagdo do teste olfatorio e do questionario. H4 um
risco minimo de sangramento nasal apds a bidpsia nasal, que sera controlado através
da oximetazolina. Nao héa indicios de perda adicional do olfato pela biépsia, pois o
epitélio olfatério possui capacidade de regeneracdo. 4 - Somente no final do estudo,
poderemos concluir se h4 algum beneficio para o participante; 5 - Vocé tem garantido o
seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissao, a qualquer momento
sem nenhum tipo de prejuizo a continuidade de seu atendimento na Instituicdo. 6 - As
informacg0des desta pesquisa serdo confidenciais, e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios sendo assegurado
o sigilo sobre sua participacdo. 7 - Nao ha despesas pessoais para o participante em
gualquer fase do estudo. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua
participacdo. Em caso de algum problema relacionado com a pesquisa, vocé teré direito
a assisténcia gratuita que sera prestada pelos pesquisadores do estudo.

Eu, , apols a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar
com o0 pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas, acredito
estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacdo é
voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades
ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos
procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles
provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar.
Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar
deste estudo.

Assinatura do voluntéario Assinatura do responséavel pela
obtencdo do TCLE

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste voluntario (ou de seu representante legal) para a participacdo neste
estudo.

Dados do Pesquisador: Marco Aurélio Fornazieri
Rua Farrapos, 70 Telefone: (43) 8813-3812 E-mail: marcofornazieri@gmail.com
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Abstract

Purpose There is no standardized approach for preserving olfactory function in the side of the nose where biopsy of the
olfactory epithelium (OE) is performed. Moreover, a gold standard technique for obtaining human OE in vivo is still lacking.
We determined the efficacy of obtaining good-quality OE specimens suitable for pathological analysis from the lower half
of the superior turbinate and verified the safety of this procedure in maintaining bilateral and unilateral olfactory function.
Methods In 21 individuals without olfactory complaints and who had undergone septoplasty and inferior turbinectomy OE
biopsy was made during septoplasty. Olfactory function, both unilateral and bilateral, was assessed using the University of
Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT) before and 1 month after the procedure. Specimens were marked with the
olfactory marker protein for confirmation of OE presence.

Results Ninety percent of the samples contained OE, although clear histological characterization was possible from only
62%. There was no deterioration of UPSIT scores either bilaterally or unilaterally on the side of the biopsy. Patients also
maintained the ability to identify individual odorants.

Conclusion Biopsies of the lower half of the superior turbinate do not affect olfactory function and show strong efficacy
in yielding OE tissue and moderate efficacy for yielding tissue appropriate for morphological analysis. Future studies are
needed to assess the safety of this procedure in other OE regions.

Keywords Smell - Immunohistochemistry - Smell tests - Morphology - Nasal mucosa - Olfactory function

Introduction

Biopsies of the human olfactory epithelium (OE) have the
potential to shed light on the pathophysiology, diagnosis,
and even treatment of a number of diseases. For example,
such biopsies have been found useful for (a) assessing the
normal and pathological morphology of the olfactory neu-
roepithelium of fetuses and adults [1-9], (b) obtaining stem
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simplex-related encephalitis [13, 14], and (d) defining the
epithelial changes caused by such nasal diseases as chronic
rhinosinusitis and virus-induced anosmia [15-17].

Despite the substantial potential of olfactory epithelial
biopsies for clinical assessments and research purposes,
there is no standardized technique for biopsying human

Department of Medicine, Pontifical Catholic University OE in vivo [18-20]. Difficulties in obtaining OE biopsies
of Parand, Londrina, Brazil

Department of Otorhinolaryngology, University of Sdo
Paulo, Sio Paulo, SP, Brazil

Smell and Taste Center, Perelman School of Medicine,
University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA

Published online: 16 November 2019 @ Springer


http://orcid.org/0000-0001-5213-2337
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00405-019-05728-7&domain=pdf

European Archives of Oto-Rhino-Laryngology

include the absence of straightforward physical access to
the olfactory region and the irregular distribution of the OE
due to viral, bacterial, and xenobiotic insults, a number of
which cumulate over the course of a lifetime [5, 8, 21-24].
OE biopsy success rates range from 16 to 100%, depend-
ing upon the technique used and the region that is targeted.
Thus, studies have described success rates of 40-89% for
the superior septum [9, 10, 18, 20, 22, 25-28], 16-100%
for the superior turbinate [10, 18, 25, 29-32], and 42% for
the middle turbinate [22]. Importantly, although some stud-
ies have reported high percentages of OE acquisition from
superior turbinate biopsies, they do not describe the number
of specimens that yielded good-quality material suitable for
microscopic analysis.

Among studies that have obtained endoscopy-guided OE
biopsies, there are no reports of reduced-unilateral olfac-
tory capacity using properly validated-olfactory tests [10,
27, 30, 32]. Since bilateral testing typically reflects in the
better functioning side of the nose, and biopsies are typically
performed on only one side of the nose, one must establish
whether function is altered on the side of the biopsy, a pro-
cedure that is largely lacking in the literature [27, 30, 32].
Moreover, preservation of the ability to identify a range of
individual odors after this procedure has yet to be explored.
Each olfactory neuron expresses only one of over nearly
300 types of receptor proteins [33], and there is evidence, at
least in animals, that receptors are not uniformly distributed
throughout the OE [34, 35]. Thus, biopsies could remove
a group of receptor cells expressing only a subset of the
full complement of types of olfactory receptors and thereby
compromise the recognition and identification of specific
odorants. Other mechanisms related to a possible reduction
in olfactory capacity include a reduction in the total number
of bipolar neurons, scarring near the olfactory cleft that pre-
vents odorants from reaching the olfactory cleft, and trauma
in the cribiform plate [27]. More details about the techniques
described to obtain OE, the percentages of OE present in
the biopsy samples, and the safety of these procedures with
respect to olfactory function are presented in Table 1.

This study determined the efficacy of a technique in
obtaining intact OE from the lower half of the superior tur-
binate and employed a well-validated and sensitive olfactory
test to assess its safety in maintaining bilateral (total), unilat-
eral, and lesion-side specific olfactory function.

Materials and methods
Participants
OE biopsies were performed in 21 patients from an out-

patient otorhinolaryngology clinic. All patients reported
no olfactory complaints and had undergone septoplasty
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and inferior turbinectomy for breathing problems. Among
these 21 patients, 15 were men (mean age: 29.4 years;
SD 12.5 years) and 6 were women (mean 30.6 years; SD
12.5 years).

Olfactory test

Bilateral- and unilateral olfactory function was assessed pre-
operatively and 1-month postoperatively using the version
of the University of Pennsylvania Smell Identification Test
(UPSIT) that has been adapted and validated for the Brazil-
ian population [39]. As described previously, to measure
olfactory performance on the side where the biopsy was
performed, volunteers were tested unilaterally (20 UPSIT
items on each side) with the opposite nostril blocked with
Micropore'" tape (3 M do Brasil, Sumaré, SP, Brazil) [27,
40]. The study was approved by the local ethics research
committee and each participant provided informed consent
after being properly made aware of the methods and pur-
poses of the study.

Olfactory epithelium collection

An otolaryngologist collected the samples under general
anesthesia. Vasoconstriction was achieved topically with
three drops of oxymetazoline in each nasal cavity, and pledg-
ets were not put over the OE region to avoid scarification.
After satisfactory superior turbinate visualization, olfactory
mucosa was collected from the lower half of this turbinate
using a pair of Takahashi forceps (Fig. 1).

Biopsy preparation

Samples were marked with anti-olfactory marker protein
(OMP). Specimens were fixed for 24 h in 10% formalin,
decalcified, dehydrated, and processed in paraffin. Serial
sections of 3-um thickness were obtained from each speci-
men and placed on slides. Samples were deparaffinized,
and the slides were placed in a commercial food steamer
with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) buffer for
3 min for antigen retrieval, followed by a heat shock in
cold water for 10 min. Peroxidase blocking was per-
formed; the samples were then rinsed with PBS (phos-
phate-buffered saline) and incubated in a humid chamber
with anti-OMP antibody (rabbit polyclonal antibody anti-
OMP, 1:750, Abcam, Cambridge, Massachusetts, USA)
diluted in PBS with BSA (bovine serum albumin), and
protein blocking was assessed to confirm the presence of
OE. Incubation with the secondary biotinylated antibody
(Bio SB, Santa Barbara, California, USA) was performed
for 10 min, followed by rinsing with PBS and incubation
with streptavidin conjugated with horseradish peroxidase
(HRP) (Bio SB, Santa Barbara, California, USA) for 10
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Fig. 1 Olfactory mucosal biopsy technique. Left superior turbinate view (a) lower half punch with Takahashi forceps (b) and status post-proce-

dure (¢) As the image shows, the bleeding was minimal

Fig.2 Superior and inferior turbinate biopsies browned marked for
olfactory marker protein (OMP, 1:750). Biopsies a and b illustrate
two patients’ biopsies of the superior turbinate that were positive for

more minutes. The samples were then rinsed with PBS in
a PBS bath for 5 min, followed by DAB (diaminobenzidine
3,3) and 50 puL of DAB chromogen diluted in 1 ml of DAB
buffer for 10 min, and again rinsed with PBS. Slides were
counterstained with hematoxylin. Five biopsies of the infe-
rior turbinate—without olfactory cells [35]—were used
as negative controls. A biopsy was considered success-
ful for the presence of OE when the epithelium was not
crushed during the procedure, was positive for anti-OMP,
and exhibited all cell layers in at least one high-power field
visualization.

Statistical analysis

Continuous variables, such as age and UPSIT scores, were
expressed as means and standard deviations. The bilat-
eral and unilateral UPSIT mean scores and percentages of
correct answers for each odorant pre- and post-procedure
were compared and the respective 95% confidence inter-
vals were determined.

the olfactory epithelium, and ¢ shows a negative control from the
respiratory epithelium at the inferior turbinate (400X magnification;
scale bar, 50 pm)

Results

Ninety percent of the harvested samples contained OE
(19721). Sixty-two percent (13/21) were suitable for patho-
logical analysis (Fig. 2), reflecting samples that were not
damaged by the biopsy or the tissue-processing processes.

The olfactory biopsies did not compromise olfactory
function either bilaterally (pre-biopsy bilateral UPSIT mean
score: 28.9, 95% CI 26.6-31.1; post-biopsy score: 30.6, 95%
CI28.8-32.3) or on the side of the nasal cavity where biopsy
was performed (pre-biopsy unilateral UPSIT mean score:
14.2, 95% CI 11.4-17; post-biopsy score: 13.9, CI 95%
11-16.8). Olfactory function also remained normal in the
nasal cavity that was not biopsied (pre-surgery unilateral
UPSIT mean score: 13.3, 95% CI 10.7-15.9; post-surgery
score: 13.7,95% CI 10.6-16.8).

As shown in Table 2, patients also maintained the capac-
ity to correctly identify specific odorants (Table 2). In other
words, there was no evidence that our biopsy procedure

@ Springer
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Table 2 Patients’ capacity to identify specific odorants before and

after olfactory epithelium biopsy

Odor

Before (% of correct

answers, CI 95%)

After (% of correct
answers, CI 95%)

Pizza
Bubble gum
Menthol
Cherry
Motor oil
Peppermint
Banana
Clove
Leather
Coconut
Onion

Fruit juice
Baby powder
Jasmine
Cinnamon
Gasoline
Strawberry
Coffee
Gingerbread
Apple
Perfume
Flower
Peach

Tire

Pickles
Pineapple
Raspberry
Orange
Walnuts
Watermelon
Solvent
Grass
Smoke
Wood
Grape
Garlic

Soap
Natural gas
Rose

Peanut

53.3 (24.7-81.9)
86.7 (67.2-110)
86.7 (67.2-110)
86.7 (67.2-110)
53.3 (24.7-81.9)
80 (57.1-100)
53.3 (24.7-81.9)
80 (57.1-100)
46.7 (18.1-75.3)
66.7 (39.6-93.7)
93.3 (79-110)
60 (31.9-88.1)
86.7 (67.2-110)
73.3 (48-98.7)
60 (31.9-88.1)
20 (-2.9-42.9)
66.7 (39.6-96.7)
73.3 (48-98.7)
60 (31.9-88.1)
60 (31.9-88.1)
80 (57.1-100)
80 (57.1-100)
53.3 (24.7-81.9)
73.3 (48-98.7)
33.3 (6.3-60.4)
80 (57.1-100)
73.7 (47-98.7)
80 (57.1-100)
46.7 (18.1-75.3)
66.7 (39.6-93.7)
53.3 (24.7-81.9)
86.7 (67.2-110)
73.3 (48-98.7)
53.3 (24.7-81.9)
86.7 (67.2-110)
60 (31.9-88.1)
73.3 (48.0-98.7)
73.3 (48.0-98.7)
40 (11.9-68.1)
66.7 (39.6-93.7)

55.5 (30.1-80.9)
88.9 (71.8-100)
77.8 (56.5-99.1)
88.9 (72.8-100)
55.6 (30.1-81)
77.8 (56.6-99.1)
72.2 (49.3-95.1)
88.9 (72.8-100)
77.8 (56.6-99.1)
94.4 (82.7-110)
94.4 (82.7-110)
72.2 (49.3-95.1)
100 (100-100)
77.8 (56.5-99.1)
88.9 (72.8-100)
33.3(9.2-57.5)
88.9 (72.8-100)
72.2 (49.3-95.1)
72.2 (49.3-95.1)
77.8 (56.5-99.1)
88.9 (72.8-100)
83.3 (64.3-100)
77.8 (56.5-99.1)
83.3 (64.3-100)
55.6 (30.1-81)
77.8 (56.5-99.1)
94.4 (82.7-110)
77.8 (56. 5-99.1)
72.2 (49.3-95.1)
88.9 (71.8-100)
61.1 (36.2-86.1)
83.3 (64.3-100)
66.7 (42.5-90.8)
72.2 (49.3-95.1)
88.9 (72.8-100)
72.2 (49.3-95.1)
55.6 (30.1-81.0)
88.9 (72.8-100)
55.6 (30.1-81)
66.7 (42.5-90.8)

compromised bilateral smell-function for any of the 40 odor-
ants employed on the UPSIT. Moreover, the technique was
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not associated with any complication such as continuous
bleeding or a cerebrospinal fluid leak.

Discussion

This study demonstrated that biopsies taken from the inferior
portion of the superior turbinate are safe, in that they did not
adversely affect olfactory test scores on the biopsied side of
nose, both sides of the nose tested together, or the percep-
tion of specific odorants bilaterally. We also demonstrated
that the technique employed shows moderate efficacy for
obtaining intact OE for microscopic evaluation. A detailed
description of the OE biopsy technique was provided to
facilitate the standardization of this procedure, making it
more comparable to other studies that have explored this
topic. Notably, in our procedure, only a small mucosal piece
with a diameter of 3—5 mm was removed from the superior
turbinate. Future research is needed to determine to what
degree our finding of safety for preserving smell ability can
be extrapolated to surgeries in which larger amounts of epi-
thelium are compromised, such as in partial turbinal resec-
tions employed in some transsphenoidal pituitary surgeries.

Our preservation of olfactory capacity after OE biopsy
concurs with the findings of previous studies [10, 27, 32].
Some studies also noted preservation of unilateral olfac-
tory function [27, 30]. However, our sample is the first
sample that included only patients without diseases that
cause moderate to severe olfactory dysfunction, such as
chronic rhinosinusitis and neurodegenerative diseases,
making it a more appropriate sample for safety analyses.
We did not observe any selective deficits to the perception
of specific UPSIT odorants following the biopsy. Although
identification of some specific smells theoretically could
be affected since olfactory neurons are distributed to some
degree regionally in the OE according to the type of olfac-
tory receptor they possess in primates [34] and because
olfactory receptors have specificity for certain types of
odor structures [33], we did not observe any selective
anosmia after the biopsy. However, most UPSIT odor-
ants, indeed most natural odors in general, are comprised
of multiple chemicals, so redundancy may be present that
mitigates the meaningfulness of this observation.

The patients’ ability to perceive both pleasant and
unpleasant smells of food and identify different types
of substances on the basis of olfactory cues remained
intact following our biopsies. One might argue that this
maintenance of olfactory acuity could also reflect the
improvement of nasal flow after surgery. However, there
is no evidence that septoplasty associated with inferior
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turbinate-partial resection improves olfaction [41-45].
In Table 2, despite not being statistically significant, it is
noteworthy that 31 out of 40 odors were more correctly
chosen after the biopsy than before. This could reflect
learning of the smells or practice effect, as it is unlikely
that taking the biopsy would improve olfactory function.

OE collection from the lower half of the superior turbi-
nate was moderately effective, yielding OE appropriate for
microscopic analysis in 62% of the patients. This percent-
age was smaller than the corresponding values reported
in previous studies, such as the rate of 80% in the nasal
septum with local anesthesia using cupped biopsy forceps
[20], and 73% in the superior turbinate with ethmoidal for-
ceps [18]. On the other hand, our success rate was superior
to those obtained in the superior turbinate and septum with
Blakesley forceps (61%) [25], and in the middle turbinate
using various tools (42%) [22]. Our moderate efficacy is
related to the fact that we considered a positive biopsy
only when tissue integrity was preserved. However, if one
considers all specimens collected that possessed OE, our
efficacy exceeded 90% (90.5%). Future studies aiming for
these success rates while obtaining intact OE for morpho-
logical analysis from regions other than the superior turbi-
nate are necessary. Abrasion of an OE specimen can hin-
der proper evaluation of the OE components and prevent
comparisons among the different groups of patients from
whom the OE was collected.

That being said, in the majority of cases our sampling
technique allowed for harvesting OE biopsies without dam-
aging the specimens and facilitated easy bleeding control.
One limitation, which is not exclusive to this technique
when trying to collect human OE samples, is the reduced
size of the material and its fragility, both of which reduce
the number of samples available for analysis. Importantly,
success in obtaining OE with this procedure may vary
according to patient’s age [24]. The patients included in
our study were only young adults. Other studies should
clarify whether such success and safety is also evident in
older individuals. Another possible limitation of the study
was immunohistochemistry employment alone for OE
identification. Although typically OMP is not expressed
in the inferior turbinate region, some samples can show
background marking. Use of complementary techniques
such as immunofluorescence could be advantageous in this
respect, because increasing the number of markers would
be expected to more accurately detect the presence of OE.
Moreover, the use of frozen tissue could help decrease
background marking.

We believe that general anesthesia is the best approach
for OE biopsy in the superior turbinate. In addition to
allowing better pain- and bleeding control, general anes-
thesia allows better access to the superior turbinate, since
access in an awake individual with normal nasal anatomy

is very narrow and challenging even for the most trained
surgeons. Other advantages of general anesthesia are the
possibility of obtaining a bigger specimen for analysis and
reaching the region without patient discomfort.

Conclusion

Biopsy from the lower half of the superior turbinate with
a pair of Takahashi forceps is safe for bilateral, unilateral,
and specific olfactory function. It also yields OE without
scarification that is appropriate for morphological analysis
in more than half of the attempts. More research is needed
to continue making OE biopsy techniques more consistent
for keeping results comparable and safe across studies.
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