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GARCIA, Ellen Cristine Duarte. Perda olfatória na rinossinusite crônica: análise do 
epitélio olfatório. 2021. 114 f. Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade 
Estadual de Londrina,Londrina, 2021. 
 

RESUMO 
 
 
Introdução: Pacientes com Rinossinusite Crônica (RSC) frequentemente apresentam 
disfunção olfatória. As causas desse distúrbio não estão totalmente elucidadas, sendo 
que a descoberta de alterações epiteliais nesses pacientes pode possibilitar novas 
linhas de tratamento. Objetivo:  avaliar a segurança da realização de biópsias de 
mucosa nasal e verificar possíveis alterações no epitélio olfatório de pacientes com 
RSC com e sem polipose com relação aos níveis de marcadores neuronais, presença 
de eosinófilos, estresse oxidativo, apoptose e sinalização do odor, correlacionando os 
achados epiteliais com o olfato. Métodos: Trinta e quatro indivíduos com diagnóstico 
de RSC com e sem polipose nasossinusal, assim como 24 indivíduos controles foram 
submetidos à biópsia do epitélio olfatório, questionários de Avaliação dos sintomas de 
obstrução nasal, Teste de desfecho sinonasal, Teste de Identificação do Olfato da 
Universidade da Pensilvânia e Pico de fluxo inspiratório nasal. As biópsias foram 
analisadas através de imuno-histoquímica e imunofluorescência, avaliando a 
neurônios totais, maduros e imaturos, de segundos mensageiros (cAMP e cGMP), 
receptor de acetilcolina M3, estresse oxidativo (nitrotirosina e iNOS), apoptose 
(caspase 3) e presença de eosinófilos. Foram utilizados os testes: Anova seguido de 
Bonferroni, Kruskal-Wallis seguido de Dunn, Qui-quadrado e coeficiente de correlação 
de Pearson ou Spearman para análise estatística. Resultados: Não houve alteração 
na função olfatória unilateral e bilateral com a realização da biópsia em concha nasal 
superior. Os pacientes com RSC com e sem polipose tiveram uma pontuação do teste 
olfatório significativamente menor (p = 0,001). Não foi encontrada diferença entre a 
obstrução nasal entre os grupos. Não houve diferença significativa na expressão de 
nenhum dos marcadores avaliados. Porém, os grupos RSC com e sem pólipos 
apresentaram tendência a alteração de segundos mensageiros, apoptose, estresse 
oxidativo e eosinófilos. Houve uma correlação moderada negativa entre o cheiro e o 
GAP43 (R = - 0,5, p = 0,01) e cGMP (R = 0,5, p = 0,03). Conclusão: Os dados 
mostram que a biópsia em concha nasal superior é segura para o olfato e que 
pacientes com RSC com e sem pólipos tendem a apresentar níveis mais elevados de 
estresse oxidativo e apoptose no epitélio olfatório e menor expressão de AMPc, o que 
pode levar à perda do olfato. Amostras maiores devem ser usadas para provar este 
mecanismo. 
 
Palavras-chave: olfato; hiposmia; biópsia; estresse oxidativo; inflamação. 
 



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 cAMP, 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 INTRODUÇÃO 

A rinossinusite crônica (RSC) é uma doença inflamatória que atinge milhares 

de pessoas em todo mundo (Fokkens et al., 2020). Muitas dessas pessoas são afetadas por 

alteração do olfato, o que atrapalha sua qualidade de vida podendo alterar os hábitos 

alimentares e trazer preocupações com riscos, como vazamento de gás (Deems et al., 1991; 

Miwa et al., 2001). As causas da RSC ainda estão sendo estudadas, destacando-se algumas 

alterações 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 

inflamatórios (Schlosser et al., 2016). A perda do olfato nesses pacientes também tem causas 

variadas, sendo que nem todos os mecanismos são conhecidos até o momento. A obstrução 

nasal por pólipos ou edema pode trazer diminuição da capacidade olfatória (Pfaar et al., 2006). 

Além disso, outros mecanismos vêm sendo estudados como padrões inflamatórios, 

deficiência na regeneração epitelial e alteração morfológica no epitélio olfatório (Andrew P. 

Lane et al., 2010; Yee et al., 2010; Chen, Reed and Lane, 2019).  

Para estudo da RSC com perda olfatória, é necessária a realização de 

biopsia de mucosa nasal. Esse procedimento também é importante para investigação de 

outras doenças como Alzheimer e perda olfatória pós-infecciosa e pós-traumática (Seiden, 

2004; Godoy et al., 2018). Para isso, sua segurança deve ser testada em todos os perfis de 

pacientes, para que não haja prejuízos ao olfato.  

Até o momento a presença de estresse oxidativo na mucosa nasal e 

alterações nas vias de sinalização, como segundos mensageiros e acetilcolina, não foram 

relacionadas a diminuição da capacidade olfatória e danos celulares no epitélio olfatório na 

RSC.  Essa elucidação poderia contribuir para o esclarecimento da fisiopatologia da doença 

e direcionar estudos para novas terapias para perda olfatória na RSC com menores efeitos 

colaterais que as terapias atuais com corticoides.   

No presente estudo, amostras de epitélio olfatório de pacientes com RSC 

com e sem polipose foram comparadas com amostras de pacientes hígidos analisando seus 

componentes neuronais (neurônios olfatórios maduros e imaturos), vias de sinalização 

(segundos mensageiros e acetilcolina) e possíveis vias causadoras de danos epiteliais 

(apoptose, estresse oxidativo, presença de eosinófilos), correlacionando com a função 

olfatória para esclarecer o papel dessas vias na disfunção olfatória presente na RSC. Também 

foi verificada a segurança desse procedimento quanto a função olfatória total, unilateral e 

específica. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 OLFATO 

O olfato é um sentido neurossensorial responsável pela percepção e 

distinção dos odores, composto pelos receptores olfatórios, bulbo olfatório, encéfalo e córtex 

cerebral (Moran et al., 1982; Gottfried et al., 2002; Gritti et al., 2002; Johnson and Leon, 2007; 

Escada, 2013).  As partículas odoríferas atingem o epitélio olfatório e se ligam aos receptores 

olfatórios presentes nos cílios dos neurônios olfatórios. Isso causa a despolarização desses 

neurônios que se comunicam com outros neurônios dentro do bulbo olfatório. Essas 

terminações nervosas se ramificam para o córtex olfativo e córtex orbitofrontal onde os odores 

são distinguidos (Doty, 2009a). 

O sentido do olfato tem um papel muito importante no dia-a-dia dos 

indivíduos. Ele permite a interação entre os indivíduos com o meio, está envolvido com a 

qualidade de vida e fatores como a emoção e pode auxiliar na percepção de perigo, como em 

casos de vazamento de gás de cozinha e comida estragada (Deems et al., 1991; Miwa et al., 

2001). O olfato também impacta na alimentação dos indivíduos. 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 ingestão 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 possível envolvimento do olfato também no balanço energético.  

Camundongos que tiveram os neurônios olfatórios sensoriais maduros (OSNs) suprimidos 

foram resistentes à obesidade induzida por dieta, acompanhada por aumento da termogênese 

em depósitos de gordura marrom e inguinal e melhora da resistência à insulina. O estímulo 

olfativo reduzido estimula a atividade nervosa simpática, resultando na ativação de receptores 

β-adrenérgicos em adipócitos brancos e marrons para promover a lipólise. Por outro lado, a 

ablação 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 resistência à insulina. Esses achados desvendam uma nova função para o sistema olfatório 

no controle da homeostase energética em resposta a sinais sensoriais e hormonais (Riera et 

al., 2017). 

 

2.1.1 Epitélio Olfatório 

2.1.1.1 Localização e composição  

O epitélio olfatório é um epitélio estratificado de revestimento especializado 

localizado principalmente na região póstero-superior da cavidade nasal (De Rezende Pinna 

et al., 2013) com área estimada de100-400 mm2 (Leopold et al., 2000). Estudos demonstram 



15 
 

maior quantidade de epitélio olfatório 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. Distribuição do epitélio olfatório na cavidade nasal 

 

Imagem demonstrativa da principal área de localização do epitélio olfatório (OE) (região 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 olfatório também podem ser 

encontrados outros tipos de epitélio como o epitélio estratificado escamoso, encontrado na 

região do vestíbulo nasal, provável função de proteção; epitélio composto de células não 

ciliadas cuboides ou células colunares e basais, chamado de transição; epitélio respiratório 

com células caliciformes; epitélio associado ao sistema linfático com provável função de 

defesa, o linfoepitélio; e o epitélio olfatório, responsável pela ligação com as partículas 

odoríferas (Harkema, Carey and Wagner, 2006; Chen et al., 2014). 

O epitélio olfatório é composto pelas células basais, neurônios olfatórios 

maduros e imaturos, células microvilares e células de sustentação (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 olfatório  

 

Ilustração do epitélio olfatório com seus componentes: neurônios olfatórios maduros (NOm)  

e imaturos (NOi), células basais globosas (CBG) e horizontais (CBH), células de sustentação 

(CS) e células microvilares (CM) e a  lâmina basal (LB).  

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

 

As células basais são as células responsáveis pela capacidade de 

regeneração desse epitélio, repondo células envelhecidas ou no caso de injúria no tecido 

(Huard et al., 1998; Schwob and Ph, 2012). As células basais podem ser do tipo globosas que 

são constitutivamente ativas fazendo a reposição normal das células, sendo capazes de se 

diferenciar em qualquer uma das células presentes no epitélio, ou horizontais  que são 

ativadas em casos de lesão, funcionando como células-tronco de reserva (Schnittke et al., 

2015). Outras células presentes no epitélio olfatório são as células de sustentação, que são 

células colunares que dão alicerce para o epitélio olfatório, tem função de fagocitose de 

células mortas e possui comunicação com os neurônios do epitélio (Jafek, 1983; Suzuki, 

Takeda and Farbman, 1996; Hegg, Irwin and Lucero, 2009) e as células microvilares ainda 

com função incerta (Chen et al., 2014). Na lâmina própria do epitélio olfatório estão presentes 

glândulas de Bowman que secretam muco que auxilia as partículas odoríferas atingirem os 

receptores olfatórios (Jafek, 1983).  

 As células olfatórias são neurônios bipolares ciliados que contêm os 

receptores olfatórios (Douek, Bannister and Dodson, 1975) onde as partículas odoríferas que 

atingem o epitélio olfatório se ligam e são reconhecidas (Buck and Axel, 1991). Os axônios 

dos neurônios olfatórios penetram a lâmina basal do epitélio formando feixes nervosos na 

lâmina própria do tecido. Esses neurônios fazem sinapse com outros neurônios nos 

glomérulos do bulbo olfatório, transmitindo o estímulo odorífero para o sistema nervoso central 

(Mombaerts, 2004; Zou, Chesler and Firestein, 2009). 
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O epitélio olfatório dos mamíferos possui 4 regiões a partir da região dorsal 

para a ventral (zonas 1-4) na mucosa nasal (Vassar, Ngai and Axel, 1993; Sullivan et al., 

1996), sendo que os neurônios olfatórios se distribuem nessas zonas do epitélio olfatório de 

acordo com os tipos que receptores que apresentam (Ressler, Sullivan and Buck, 1993; 

Mombaerts, 2001). Em camundongos encontrou-se que esses receptores são específicos 

para determinados grupos de partículas odoríferas que possuem estruturas semelhantes e os 

variados odores são reconhecidos através de diferentes combinações de receptores (Malnic 

et al., 1999; Nara et al., 2011). Uma classificação para os receptores olfatórios é a primeira, 

que identifica odores solúveis em água (classe I) e a segunda, odores voláteis (classe II) 

(Freitag et al., 1998). Na zona I do epitélio olfatório ocorre maior expressão gênica dos 

receptores olfatórios de classe I tendo pouca dos de classe II (Tsuboi et al., 2006), já nas 

zonas 2-4 ocorre maior expressão dos genes dos receptores de classe II (Miyamichi et al., 

2005).  Em humanos, a percepção dos odores também é irregular através do epitélio olfatório, 

onde cada odor estimula uma determinada região, sendo que odores do mesmo tipo 

(agradáveis ou desagradáveis) causam ativação em regiões compatíveis (Lapid et al., 2011). 

Em estudo com animais mostrou-se que a identificação dos odores tem um mecanismo 

complexo, com interação e modulação da ativação dos receptores quando há o contato com 

conjunto de odores, em vez de odores individuais. Essa ativação neuronal não se soma 

somente no caso de vários odores, mas ocorre uma interação na ativação e interpretação dos 

cheiros (Xu et al., 2020). O bulbo olfatório também está organizado em regiões e os axônios 

dos neurônios que expressam um mesmo tipo de receptor convergem para o mesmo 

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

 

2.1.1.2 Proteínas e neurotransmissores  

 

Uma proteína encontrada no epitélio olfatório é a GAP-43 (proteína 

associada ao crescimento 43) que é responsável pelo crescimento de axônios dos neurônios 

(Benowitz and Routtenberg, 1997). Em animais foi demonstrado que o aumento da expressão 

do gene dessa proteína causa formação de conexões anormais (Aigner and Caroni, 1995). 

Também participa do crescimento neuronal no processo de regeneração do epitélio olfatório 

(Verhaagen et al., 1990). Foi demonstrado em ratos que a proteína GAP-43 participa desde a 

formação embrionária do epitélio olfatório (Pellier et al., 1994), no período neonatal, expressa 

em toda população de neurônios olfatórios e na fase adulta, onde se encontra apenas nos 

neurônios próximos a camada de células basais, incluindo os processos dendríticos 

periféricos e axonais (Verhaagen, 1989), sendo encontrada em neurônios olfatórios imaturos 

(Yee et al., 2010) e feixes nervosos. Presente no citoplasma todo dos neurônios (axônios, 

dendritos e corpo celular) (Weiler and Benali, 2006). 
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A proteína marcadora olfativa (OMP) está presente no citoplasma dos 

neurônios olfatórios maduros tendo papel importante na cascata de detecção do estímulo 

odorífero e transdução desse sinal para o bulbo olfatório  (Buiakova et al., 1996). Também 

participa regulando essa transmissão, controlando níveis de adenosina monofosfato cíclico 

(cAMP) (Dibattista and Reisert, 2016). Essa proteína está presente nos corpos celulares, 

dendritos e axônios dos neurônios maduros no epitélio olfatório humano (Holbrook et al., 

2011). Um importante anticorpo utilizado para marcação do epitélio olfatório é o anti-proteína 

marcadora olfatória (anti-OMP) (Féron et al., 1998; Leopold et al., 2000; Witt et al., 2009; 

Holbrook et al., 2011; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016). As regiões das células de suporte 

não ficam totalmente negativas pra marcação pela grande quantidade de dendritos que 

passam por elas (Weiler and Benali, 2006). Outro marcador neuronal para o epitélio olfatório 

é Tuj-1, anticorpo monoclonal anti-beta-tubulina III (proteína dos microtúbulos específica para 

neurônios). A beta-tubulina III está presente em corpos celulares, dendritos e axônios de todos 

os neurônios 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 transmissão 

do sinal do odor, modulando a resposta dos receptores olfatórios aos estímulos odoríferos 

aumentando os níveis de cAMP (Li and Matsunami, 2011).  O bulbo olfatório é uma região de 

suma importância no processamento do odor e seu volume tem relação com a função olfativa 

(Gudziol et al., 2009). Essa região de neurogênese é altamente inervada com fibras 

colinérgicas (Zaborszky et al., 1986). Em cultura de bulbo olfatório primário de ratos, a 

acetilcolina mostrou ter efeito sobre os receptores nicotínicos causando crescimento neurítico 

(Coronas et al., 2000). Os receptores muscarínicos tipo 3 de acetilcolina estão presentes nos 

neurônios olfatórios e agem sinergicamente com os receptores de odorantes (Li and 

Matsunami, 2011). A acetilcolina e a substancia P podem afetar o funcionamento das células 

receptoras olfatórias (Bouvet, Delaleu and Holley, 1988). Foi identificada uma deficiência de 

receptor de acetilcolina acompanhada de uma diminuição da função olfatória em pacientes 

com miastenia grave (Leon-Sarmiento et al., 2012).  Em pacientes com Parkinson as 

pontuações dos testes olfatórios estavam correlacionadas com a atividade da 

acetilcolinesterase em regiões cerebrais (formação hipocampal, amígdala e neocórtex) e com 

escores de medidas cognitivas. Esses achados indicam um possível mecanismo de perda 

olfatória nos pacientes com Parkinson moderadamente grave e indica uma possibilidade do 

uso de análise do olfato para identificação dos pacientes em risco de comprometimento 

cognitivo clinicamente significativo (Bohnen et al., 2010). Já pacientes com RSC com e sem 

polipose tiveram maiores níveis de expressão de proteínas do receptor nicotínico alfa 

(α7nACh) em biópsias nasais (Cerejeira, Fernandes and Pinto Moura, 2016). Mais estudos 

investigando o papel da acetilcolina na patogênese da RSC devem ser realizados. 
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O primeiro passo na percepção olfatória se dá pela interação da partícula 

odorífera com os receptores olfatórios localizados nos cílios dos neurônios olfatórios (Buck 

and Axel, 1991). Esses receptores são acoplados a uma proteína G que ativa adenilatociclase 

III, enzima que faz a conversão do AMP (monofosfato de adenosina) em cAMP (Bakalyar and 

Reed, 1990; Wong et al., 2000). O estímulo odorífero também estimula a formação do cGMP 

(guanosina monofosfato cíclico), através da ativação da enzima guanilato ciclase. O aumento 

do cGMP não é imediato como do cAMP, podendo estar envolvido na dessensibilização 

olfatória (Zufall and Leinders-zufall, 1997) e na resposta a estímulos odoríferos fortes (Breer, 

Klemm and Boekhoff, 1992). O cGMP causa aumento do cAMP, que por sua vez regula 

negativamente a guanilato ciclase, limitando a síntese de cGMP (Moon et al., 1998).  A 

atividade da guanilato ciclase também é modulada positivamente pelo óxido nítrico (NO) 

(Breer, Klemm and Boekhoff, 1992). Devido ao menor índice de NO nasal presente em 

pacientes com RSC, os níveis de cGMP podem estar diminuídos nesses pacientes com a 

possibilidade de reversão pelo tratamento com corticosteroides. O aumento de cAMP (Brunet, 

Gold and Ngai, 1996) e cGMP no neurônio olfatório causa abertura dos canais e influxo de 

cálcio, geração do potencial de ação na membrana neuronal levando a sua despolarização e 

transmissão do sinal olfatório (Nakamura and Gold, 1987; Brunet, Gold and Ngai, 1996; 

Leinders-Zufall, Shepherd and Zufall, 1996). O cGMP mantêm esses canais de cálcio abertos 

por mais tempo, causando uma diminuição da sensibilidade dos neurônios a estímulos 

odoríferos repetidos (Leinders-Zufall, Shepherd and Zufall, 1996). O cGMP e o cAMP também 

atuam como fatores de crescimento na mucosa olfatória, sendo essenciais para o 

desenvolvimento e funcionalidade dos neurônios  olfatórios (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 inflamatório ocorre um aumento de 

prostaglandina E2 que através da ligação com o receptor EP3, leva a uma diminuição de 

cAMP e consequente perda da eficácia dos neurônios (Fukuiri et al., 2012; Natura et al., 2013). 

Pela RSC ser uma doença inflamatória, os níveis de cAMP podem estar diminuídos. Com o 

uso de glicocorticoide espera-se um retorno aos níveis normais de cAMP pela inibição da 

fosfolipase A2 e diminuição dos derivados do ácido araquidônico (incluindo a PGE2). 

A apoptose é o processo de morte celular programada altamente regulado 

que exerce uma importante função no controle do número de células e tamanho dos tecidos, 

além de proteger o organismo de células potencialmente perigosas (Hengartner, 2000). No 

epitélio olfatório, a apoptose participa da renovação celular, podendo ocorrer em neurônios 

olfatórios na mucosa olfatória normal (Nakagawa et al., 1996). As caspases são proteases 

constituídas por cisteína 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 é um importante componente por ser ativada em 



20 
 

ambas vias principais de apoptose (via mitocondrial e via receptor de morte) (Hengartner, 

2000; Kern et al., 2004) participando do desenvolvimento e maturação normal do epitélio 

olfatório (Cowan et al., 2001). Em mucosa olfatória de pacientes com distúrbios olfatórios 

causados pela idade, trauma e sinusite, foram encontrados níveis aumentados de atividade 

da caspase-3 em relação ao tecido de indivíduos com função olfatória normal (Kern et al., 

2004).   

 

 2.1.1.3 Biópsia  

 

O epitélio olfatório tem distribuição irregular pela cavidade nasal e pode ser 

danificado por infecções 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 obtenção do epitélio olfatório normal ou em patologias 

para estudo de sua morfologia e funcionalidade é necessária a realização de uma biópsia, 

que é utilizada faz mais de 20 anos  (B W Jafek et al., 2002a). Além disso, a biópsia possibilita 

também análise dos axônios neuronais na lâmina própria do epitélio que pode ser utilizado 

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

Estudos consideraram a biópsia segura para o olfato dos indivíduos. A 

função olfatória total de pacientes, medida por testes de identificação do olfato antes e 6 

semanas ou 3 meses após a realização da biópsia não foi alterada (Lanza et al., 1994; 

Winstead et al., 2005). A capacidade olfatória também não alterou-se quando comparados os 

resultados obtidos em dois grupos de pacientes com rinossinusite crônica (RSC), um deles 

submetido a biópsia e o outro não (Andrews et al., 2016). Apesar dos estudos já realizados 

para verificação da segurança da realização da biópsia de epitélio olfatório, a manutenção da 

capacidade olfativa para odores específicos não foi avaliada.  

A biópsia não tem uma técnica ou região padronizada como melhor 

parâmetro para coleta de epitélio olfatório (Féron et al., 1998; Wrobel et al., 2013; Holbrook, 

Rebeiz and Schwob, 2016) e as taxas de obtenção variam bastante (16 – 100%) de acordo 

com a técnica e região utilizada (Lane et al., 2002; Say et al., 2004; Holbrook, Leopold and 

Schwob, 2005; Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016).  

As primeiras biópsias foram validadas em 1982 sem uso do endoscópio, 

realizadas utilizando o Instrumento de biópsia olfatória e solução de cocaína para 

vasoconstrição, encontrando epitélio em aproximadamente 17-25% das amostras de tecido. 

As amostras forma analisadas através de  microscopia eletrônica  e foram coletadas em  

região de septo nasal.  Nesse estudo não fica recomendado o uso da biópsia na prática clínica 
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pela dificuldade da técnica e os riscos de penetrar a lâmina cribiforme e de hemorragia local 

(Lovell et al., 1982).  

Com o advento do endoscópio, houve uma diminuição nos riscos do 

procedimento e facilitou a realização de biópsias nasais. Isso também trouxe uma melhora 

nas taxas de obtenção de epitélio (59,5% em região de septo nasal). Foi utilizada anestesia 

local e o mesmo instrumento para biópsia e avaliação do tecido por microscopia eletrônica 

(Moran et al., 1992). Também foi utilizada em outro estudo a pinça do tipo girafa para diminuir 

o sangramento local, obtendo resultados semelhantes ao instrumento de biópsia (Lanza et 

al., 1993). Ainda na década de 90, foram obtidas taxas elevadas de epitélio olfatório (73% em 

concha superior e 76% em septo nasal) usando anestesia geral e pinça etmoide (Féron et al., 

1998). Outras pinças também já foram utilizadas, como a pinça em concha (42% de obtenção 

em concha média e 47% em septo nasal) (Leopold et al., 2000) e a pinça Blakesley (61% de 

amostras de concha superior e septo nasal) (Lee et al., 2000b). Usando pinça pediátrica 

Blakesley ou pinça de biópsia em concha de 3 mm,  foi encontrado epitélio olfatório em 80% 

das amostras de septo nasal anterior, retirado com anestesia local (algodão ou angiocatéter 

flexível com mistura de lidocaína (2%) com oximetazolina (0,025%)) e endoscópio de 0 grau 

rígido e analisado por imunofluorescência (Holbrook, Rebeiz and Schwob, 2016). Também foi 

obtido epitélio olfatório de cadáveres através do uso de endoscópio, obtendo epitélio olfatório 

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 realização de imuno-

histoquímica (De Rezende Pinna et al., 2013).  

Para obtenção de células para cultivo, a substituição da pinça do tipo girafa 

pela de perfuração aumentou a taxa de 23% para 76% (Winstead et al., 2005). Para o cultivo 

também podem ser obtidas células viáveis usando pinça etmoidal Takahashi e 

neuroendoscópio em região de septo nasal durante cirurgia (Miedzybrodzki et al., 2006) e em 

região de concha média e septo superior posterior ( 98,8%) usando pinça em concha de 2 

mm. Nesse estudo foi utilizado spray de lidocaína 1% + oximetazolina 0,05% e algodão 

embebido nessa solução e injetou-se epinefrina 1:100.000 na mucosa após 5 minutos. Indica-

se o uso da concha média por mais facilidade de acesso e realização em ambulatório (Wrobel 

et al., 2013).   
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2.1.1.4 Imunofluorescência  

Após a coleta do epitélio olfatório através da biósia da mucosa nasal, o 

tecido pode ser analisado por meio de diversas técnicas.  A técnica histológica mais comum 

na rotina laboratorial, a coloração com hematoxilina e eosina (HE), pode ser utilizada para 

análise dos componentes epiteliais, como a morfologia e espessura das camadas celulares e 

a presença de feixes nervosos na lâmina basal (Yee et al., 2010; Garcia et al., 2017). A 

imunohistoquímica também pode ser usada para esse fim, com a vantagem de ser mais 

específica pela utilização de anticorpos para marcação de componentes do epitélio, podendo 

diferenciar regiões de epitélio olfatório 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 histológicas, o epitélio olfatório pode ser analisado por meio de técnicas 

moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e técnicas imunoenzimáticas 

como a enzima imunoensaio (ELISA) (Lavin et al., 2017). Essas técnicas podem avaliar a 

expressão gênica no tecido e dosar proteínas específicas, respectivamente (Lavin et al., 

2017). Outra técnica que pode ser utilizada para análise do epitélio olfatório, é a 

imunofluorescência. Através dela pode-se avaliar a morfologia do tecido, diferenciar de outros 

epitélios, e além disso avaliar a expressão de proteínas (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 imunofluorescência tem sido utilizada na análise tecidual 

(Coons et al., 1942), podendo ser aplicada para estudo de proteínas (Coons, 1961), estudo 

de componentes intracelulares como complexo de Golgi e retículo endoplasmático (Lippincott-

Schwartz et al., 1990), diagnóstico e estudo de diversas doenças como câncer, tuberculose e 

doenças autoimunes (Betterle and Zanchetta, 2012; Yang et al., 2018; Zhou et al., 2018).   

O princípio da técnica está baseado na aplicação 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 específico, que são observados em microscópios apropriados, 

como o de fluorescência (Coons et al., 1942) e confocal, que permite a análise tridimensional 

dos tecidos (Minsky, 1987). Os fluorocromos mais comuns são o isotiocianato de fluoresceína 

(FITC), o qual produz uma fluorescência verde-amarelada (The and Feltkamp, 1970) e o 

isotiocianato rodamina (TRICT) de coloração vermelha (Magde, Wong and Seybold, 2002).  
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Existem dois tipos de imunofluorescência de acordo com o tipo de anticorpo 

primário utilizado. Na imunofluorescência direta o anticorpo primário é conjugado com 

fluorocromo, sendo necessário somente ele para visualização da marcação (Coons et al., 

1942). Já a imunofluorescência indireta o anticorpo primário não emite fluorescência, sendo 

necessário a aplicação de um anticorpo secundário para se acoplar a ele e tornar possível a 

visualização dos locais onde o anticorpo se complexou (Donaldson, 2015). Na forma indireta, 

torna-se possível a utilização de anticorpos secundários com fluorescências diferentes, 

gerando uma imagem com cores distintas, dependo da marcação. (Donaldson, 2015). Isso 

possibilita por exemplo a análise dos componentes do epitélio olfatório diferenciando-o dos 

outros tipos epiteliais ao mesmo tempo.   

Para melhor visualização do tecido na imunofluorescência com boa 

marcação, alguns cuidados são necessários. Uma etapa importante é a coleta, sendo crucial 

um manejo delicado com a amostra a fim de não danificar o tecido e uma fixação rápida e 

correta para manter as características do mesmo. Outro ponto importante é a avaliação e 

padronização da diluição dos anticorpos, sendo que uso de controles de marcação é essencial 

para confirmação dos resultados (Donaldson, 2015).  

 

2.1.2 Alterações Olfatórias  

 

A perda da capacidade de sentir odores pode ser de forma parcial (hiposmia) 

ou total (anosmia) (Jafek, Murrow and Linschoten, 2000). Diversas doenças são capazes de 

causar alterações na função olfatória. Entre elas estão doenças sistêmicas como Doença de 

Parkinson e Doença de Alzheimer (Hummel et al., 2009; Arnold et al., 2010), infecções 

(Twomey et al., 1979; Seiden, 2004) e doenças nasais como a RSC (Yee et al., 2010).   Além 

disso, o olfato pode diminuir com o passar do tempo decorrente do envelhecimento 

(Sorokowska et al., 2015) ou por consequência de trauma crânio-encefálico (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 população geral, além dos casos não reportados 

(Lopes et al., 2018).  

A perda do olfato pode ocasionar perda do interesse pela alimentação e 

perda de peso (Deems et al., 1991) e pode ocorrer um aumento da ingestão de sal e açúcar 

(Henkin, 2014), podendo contribuir para o aparecimento de doenças como obesidade, 

hipertensão e diabetes. Em estudo com pacientes com perda olfatória demonstrou que 

alterações no olfato podem alterar a ingestão alimentar do indivíduos. Foi encontrado que 

29% dos pacientes tiveram menor ingestão de alimentos, 39% passaram a usar maior 

quantidade de tempero na comida, 37% comeram menos doces, 48 % bebiam menos bebidas 
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doces. A alteração também impactou o hábito de comer fora em 47% das pessoas 

(Aschenbrenner et al., 2009). 

Outras consequências da ausência ou diminuição do olfato são perda da 

qualidade de vida (Miwa et al., 2001), diminuição do rendimento para realização de atividades 

diárias (Frasnelli and Hummel, 2005), aumento do risco de acidentes domésticos com gás de 

cozinha e ingestão de alimentos estragados, estes sendo fonte de preocupação para maior 

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

 

2.1.2.1 Envelhecimento 

 

Em estudo realizado com 1422 indivíduos entre 4 e 80 anos, dividindo-os 

em 8 faixas etárias, demonstrou o impacto da idade na capacidade olfatória. Foi encontrado 

que pacientes com mais de 70 anos tinham pontuação inferior no teste olfatório (Sniffin Sticks) 

(Sorokowska et al., 2015).  

O envelhecimento é um fator de risco para o déficit olfatório, ocorrendo em 

62,5% entre 80 e 97 anos em comparação com 24,5% encontrado no grupo geral (avaliadas 

2491 pessoas entre 53 e 97 anos). Os distúrbios olfatórios estão associados também ao sexo 

masculino, fumantes, epilepsia, AVC, congestão nasal e infecções do trato respiratório 

(Murphy et al., 2002). 

A discriminação dos odores fica prejudicada com a idade avançada. A 

amplitude e latência das ondas cerebrais em mensuração eletrofisiológica também são 

alteradas pela idade mostrando um possível envolvimento das vias centrais na diminuição do 

olfato com o passar dos anos (Hummel et al., 1998).  

Apesar da idade, pacientes com média de idade de 73 anos tiveram ativação 

cerebral semelhante quanto as regiões mais comumente ativadas, regiões frontais inferiores 

direitas e as zonas frontal e perisilviana superiores direita e esquerda em comparação ao 

grupo de jovens (média de 24 anos). Entretanto, com relação a quantidade de ativação, o 

grupo jovem revelou maior volume de voxels ativados nos lobos frontais, regiões perisilvianas 

e giros cingulados em ressonância magnética funcional com estímulo odorífero, (D M Yousem 

et al., 1999).  

A regeneração epitelial fica prejudicada com a idade. Com o envelhecimento 

o epitélio olfatório é danificado e é menor a chance de ser encontrado em biópsias, ocorrendo 

alta incidência de substituição por epitélio respiratório sendo outra possível explicação para a 

diminuição do olfato na população idosa (Paik et al., 1992). Em estudo com modelo animal 

transgênico, no epitélio envelhecido ocorre o desaparecimento das células basais globosas e 

não houve ativação das células basais horizontais, mostrando um provável mecanismo da 

perda olfatória causada pelo envelhecimento e possível alvo de tratamento (Child et al., 2018).   
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Níveis elevados de alguns fatores inflamatórios (IL-12, MCP-1, MCP-1, IL-8, 

IL-13 e VEGF) no muco olfatório de idosos foram associados à redução sensibilidade olfativa, 

sugerindo que a inflamação pode desempenhar um papel no declínio olfativo associado ao 

envelhecimento (Wang et al., 2018). 

O tratamento tópico com fator de crescimento de fibroblastos 2 e fator de 

crescimento semelhante a insulina 1 em camundongos com epitélio envelhecido pela ação de  

metimazol trouxe aumento nos neurônios olfatórios e da espessura do epitélio, sendo uma 

possibilidade promissora para o tratamento da perda olfatória devido ao envelhecimento 

(Fukuda et al., 2018).   

 

2.1.2.2 Trauma   

 

O trauma craniano é uma causa de perda olfatória, atingindo cerca de 17% 

dos pacientes, dentre todas causas de perda olfatória (Temmel et al., 2002) e 33% quando 

excluídas causas sinusais, sendo anosmia mais prevalente entre os pacientes pós-

traumáticos (Fonteyn et al., 2014). 

O trauma cranioencefálico leve em crianças pode levar a uma diminuição da 

pontuação em teste de limiar olfatório em relação a crianças que não sofreram esse trauma, 

mas a pontuação ainda se mantêm dentro da normalidade. A capacidade de identificação dos 

odores não foi afetada pelo trauma leve (Schriever et al., 2014). 

O trauma de cabeça acontece na maioria dos casos, devido a quedas, 

acidentes automobilísticos, intencionais e assaltos (Langlois, Rutland-Brown and Wald, 2006). 

A perda olfatória pós-traumática pode ocorrer quando a injúria atinge regiões importantes para 

o sentido do olfato, como o bulbo olfatório e lobo frontal (David M Yousem et al., 1999).  

Em estudo realizado com 20 pacientes com perda olfatória pós-traumática, 

35% tiveram melhora de pelo menos 4 pontos no teste olfatório após aproximadamente 40 

meses em média entre o teste inicial e final (Duncan and Seiden, 1995). Apesar da dificuldade 

da recuperação espontânea tardia, foi relatada uma melhora após 9 anos do trauma em um 

paciente que voltou a sentir odores, melhorando por 3 anos após isso até a recuperação da 

capacidade normal do olfato sem uso de tratamento (Mueller and Hummel, 2009). 

Alguns estudos encontraram resultados favoráveis de melhora da 

capacidade olfatória nesses pacientes após o uso de corticoides, sendo o local da injúria e 

idade do paciente fatores que influenciaram nos resultados (Ikeda et al., 1995; Jiang et al., 

2010). 

Outro tratamento já utilizado para esse tipo de anosmia é o treinamento 

olfatório. Proposto por Hummel e colaboradores em 2009, esse tratamento consiste na 

exposição repetitiva a odores de forma a estimular a regeneração neuronal no epitélio 
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olfatório. Ele foi utilizado primeiramente por 12 semanas, duas vezes por dia com 4 odores 

intensos (álcool feniletílico, eucaliptol, citronelal e eugenol) e trouxe melhora para a 

sensibilidade olfatória em pacientes com perda olfatória pós-traumática e pós-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 adesão dos pacientes após 

3 meses de tratamento foi de 88%, e após 6 meses, 56%. Não houve relação entre os 

parâmetros analisados quanto à adesão e eficácia do treinamento (Fornazieri et al., 2020). 

 

2.1.2.3 Infecção 

O sentido do olfato pode ser também afetado através de infecções virais. O 

vírus Herpes simplex, por exemplo, tem tropismo pelo sistema nervoso central, infectando os 

neurônios na mucosa olfatória podendo causar anosmia (Twomey et al., 1979). Também pode 

ocorrer perda olfatória após infecção viral das vias áreas superiores (POPI). Muitas vezes 

essa perda pode ser reversível, mas em alguns casos permanece após o término dos 

sintomas nasais (Reden et al., 2006). A causa da perda persistente pode ser por degeneração 

dos caminhos olfatórios centrais, como o bulbo olfatório, ou destruição das células receptoras 

olfatórias (Seiden, 2004).  

Em biópsias de pacientes com perda olfatória pós-viral foi observada 

substituição do epitélio olfatório por epitélio respiratório (Douek, Bannister and Dodson, 1975), 

redução do número de receptores olfatórios e epitélio desorganizado  (Jafek et al., 1990). 

Por outro lado, a hipótese de que alterações 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 diminuição do 

volume do bulbo olfatório e presença de partículas virais nessa região em pacientes com essa 

etiologia (Barnett, Cassell and Perlman, 1993; Mueller et al., 2005)  

A POPI é uma importante causa de perda olfatória, atingindo entre 13 a 36 

%  dos pacientes com disfunção do olfato (Seiden and Duncan, 2001; Temmel et al., 2002; 

Fornazieri et al., 2014). Esse tipo de perda afeta mais o sexo feminino e pessoas com mais 

de 40 anos (Sugiura, Tsunemasa Aiba, Junko Mori, 1998; Temmel et al., 2002).  

Alguns vírus têm sido reportados como associados a POPI. O vírus 

Parainfluenza III foi encontrado em 88% dos casos de pacientes com POPI em lavado nasal 

(Wang, Kwon and Jang, 2007).  O rinovírus que tem grande prevalência nos resfriados foi 

relacionado com alteração olfatória (Wat, 2004; Suzuki et al., 2007). Os vírus Influenza e 

Coronavirus neurotrópico que são capazes de chegar ao sistema nervoso central através dos 

nervos olfatórios (Perlman, Evans and Afifi, 1990; van Riel, Verdijk and Kuiken, 2015). Além 

desses, outros vírus são investigados como prováveis causadores de POPI também como 
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picornavírus, Epstein Barr Vírus, parainfluenza I e  II (Mori et al., 1995; Sugiura, Tsunemasa 

Aiba, Junko Mori, 1998; Suzuki et al., 2007).    

O olfato dos pacientes afetados por infecções pode ser recuperado através 

da regeneração do epitélio olfatório e outras vias atingidas. As taxas de recuperação 

espontânea 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, não ser 

fumante, ser do sexo feminino, apresentar disosmia e ter idade não avançada são fatores que 

constituem bom prognóstico para recuperação espontânea (Deems et al., 1991; Hummel, 

Landis and Hüttenbrink, 2011). 

Atualmente não se tem um tratamento bem estabelecido para essa 

disfunção olfatória. Terapias com zinco e aminociclina não apresentaram resultados 

satisfatórios (Reden et al., 2011, 2012). Já o ácido alfa-lipoico e vitamina A tiveram resultados 

positivos (Hummel, Heilmann and K.-B. Hüttenbriuk, 2002; Hummel et al., 2017). O uso de 

ácido alfa-lipóico em pacientes com perda olfatória pós-infecciosa concomitante com terapia 

padrão trouxe melhora significativa para o olfato (Hummel, Heilmann and K. B. Hüttenbriuk, 

2002). Assim como a perda olfatória pós-traumática, a perda do olfato por infecção pode ser 

recuperada pelo treinamento olfatório. Esse tratamento tem como base a modulação do 

processo regenerativo do epitélio olfatório através do estímulo repetitivo a odores  

(Youngentob and Kent, 1995). O primeiro estudo que avaliou esse treinamento em pacientes 

com POPI, perda olfatória pós-traumática e de causa idiopática obteve uma melhora 

clinicamente significante em 28% dos pacientes após 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 indivíduos com tempo de disfunção inferior a 1 ano (Damm et al., 2014).  

 

2.1.2.4 Doenças neurodegenerativas e neurológicas  

A perda olfatória parcial pode ocorrer precocemente em pacientes com 

doença de Alzheimer (Devanand et al., 2000) e está associada com a perda da cognição 

podendo servir como fator preditor para o declínio da função cognitiva desses pacientes 

(Sohrabi et al., 2012). Foi encontrada maior presença de proteína Tau e beta-amiloide no 

epitélio nasal de pacientes com doença de Alzheimer, quando comparado com indivíduos sem 

doença, correlacionando com as alterações patológicas que ocorrem no cérebro desses 

pacientes  (Arnold et al., 2010). Testes olfatórios tem sido validados e estudos com biópsias 

de mucosa nasal tem sido feitos para utilização na triagem para auxílio no diagnóstico precoce 

da doença (Godoy et al., 2018; Zendehbad et al., 2020). 
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Foi demonstrada uma correlação entre a pontuação baixa em teste olfatório 

com aumento da concentração de proteína tau e menores graus em medidas de cognição 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 neurônios sofrem 

alterações morfológicas e de sinalização precoces e que seguem conforme o 

desenvolvimento da demência, sugerindo que eles possam propagar o desequilíbrio para 

regiões centrais superiores (Bathini et al., 2019).  

Na doença de Parkinson caracterizada pela diminuição da síntese de 

dopamina no cérebro, também ocorrem alterações no sentido do olfato, mas diferentemente 

do Alzheimer, não foram encontradas alterações morfológicas e em marcação IHQ no epitélio 

olfatório (Witt et al., 2009). 

Em pacientes com Parkinson, alterações basais no olfato não foram 

associadas dificuldades motoras, mas foi relacionada a disfunção cognitiva e o prognóstico, 

sugerindo que o comprometimento olfativo grave pode refletir envolvimento cortical precoce, 

provavelmente na região frontotemporal (Yoo et al., 2020). 

Outro estudo com pacientes com essa doença encontraram que o relato de 

perda olfatória é subestimada, sendo importante o uso de testes objetivos para avaliação do 

olfato nesses pacientes (Leonhardt et al., 2019). 

O tratamento com estimulação cerebral em pacientes com Parkinson 

mostrou ter impacto positivo também sobre a recuperação da capacidade olfatória (Saatçi et 

al., 2019).  

O olfato também pode estar alterado em outras doenças envolvendo o 

sistema nervoso, como esquizofrenia e outras psicoses (Brewer et al., 2001), não sendo 

encontradas diferenças com relação ao olfato entre os grupos com transtorno afetivo  (Striebel 

et al., 1999). Alterações olfatórias foram relatadas em pacientes com desordens psiquiátricas 

como depressão e esquizofrenia, sendo mais frequentes na mulheres esquizofrênicas 

(Kopala, Good and Honer, 1994). Também foi encontrada uma diminuição da capacidade 

olfatória em pacientes com depressão grave (Pause et al., 2001). 

 

2.1.2.5 Doenças nasais 

Em algumas doenças nasais e nasossinusais, como a rinossinusite crônica 

e rinite alérgica, podem ocorrer perda olfatória (Guilemany et al., 2009; Zhang et al., 2014), 

sendo que por vezes essa perda ocorre devido a obstrução nasal. Pela distribuição posterior 

do epitélio olfatório, as partículas odoríferas precisam chegar em regiões mais interiores da 

cavidade nasal para que possam atingir os receptores olfatórios. Nas doenças onde ocorre 

aumento de secreção nasal podem impedir esse trânsito das partículas e diminuir o olfato 
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(Cowart et al., 1993; Pfaar et al., 2006). Outra linha de estudo é que devido a inflamação local, 

o epitélio olfatório possa ser danificado e ter perda de função (Alt et al., 2014).  

Pacientes com rinite alérgica relataram maior gravidade de perda olfatória e 

apresentaram pontuações piores nos testes olfatórios de limiar, identificação e discriminação 

(Guilemany et al., 2009). Foi encontrada um aumento do limiar olfatório em pacientes com 

rinite alérgica e maior resistência 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 pólen, houve piora do olfato durante a exposição 

natural ao alérgeno, o que pode estar relacionado aos mecanismos inflamatórios alérgicos 

(Klimek and Eggers, 1997). Entretanto, pacientes com rinite são afetados por distúrbios 

olfatórios, sendo ou não alérgicos (Simola and Malmberg, 1998). 

A rinossinusite está entre as doenças nasais que pode afetar o olfato dos 

pacientes (Kern, 2000; Mori et al., 2013; Alt et al., 2014; Zhao et al., 2014) sendo que os 

tratamentos (com corticosteroides tópicos ou sistêmicos, antibióticos ou lavagem com salina) 

iniciados mais precocemente apresentam resultados mais eficazes (Whitcroft et al., 2018). 

Informações mais detalhadas sobre rinossinusites estão no item 2.2.  

Outra doença 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 olfatório. Também encontrou menor volume do bulbo olfatório 

correlacionado a função olfatória no lado com desvio (Altundag et al., 2014). Pacientes que 

foram submetidos a septoplastia e turbinectomia inferior tiveram melhora na obstrução nasal 

e qualidade de vida após o procedimento (Yamasaki et al., 2019).  Avaliando o impacto da 

cirurgia de correção de desvio septal e hipertrofia de concha, esse procedimento mostrou 

resultados positivos na capacidade respiratória e olfativa em estudo com 30 pacientes. Oitenta 

e sete por cento dos pacientes apresentaram aumento do fluxo de ar, 80% melhoraram a 

função olfativa relacionada a identificação de odores, 70% a discriminação de odores e 54% 

melhoraram a capacidade olfatória em termos de limiar de odor (Damm et al., 2003). Já em 

outro estudo, a narina obstruída por desvio septal teve maior limiar do odor e após a cirurgia 

os resultados de discriminação do odor foram menores (Pfaar, Hüttenbrink and Hummel, 

2004).  

Por outro lado, em outro trabalho não houve diferença entre a cavidade com 

desvio de septo e cavidade não obstruída com relação a capacidade de identificação dos 

odores e não houve mudança significativa após a cirurgia de correção (Pfaar, Hüttenbrink and 

Hummel, 2004). Em outro estudo, o procedimento cirúrgico não afetou o olfato dos pacientes 

(Kilicaslan et al., 2016), também não houve melhora significativa no olfato após 3,5 e 12 meses 

após septoplastia avaliado com teste olfatório (Schriever et al., 2013). Já no trabalho 
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Kimmelman, ao contrário do esperado, houve diminuição da pontuação no teste após a 

cirurgia nasal em 34% dos pacientes (Kimmelman, 1994). Mais estudos utilizando critérios de 

inclusão e exclusão bem definidos para tirar possíveis fatores de confusão e avaliando as 

narinas unilateralmente devem ser feitos para elucidar o impacto do desvio septal na função 

olfatória. 

 

2.1.2.6 Testes olfatórios 

Os exames que analisam o olfato estão baseados nas 3 bases da 

capacidade olfativa: identificação, limiar e discriminação.  

Um dos principais testes olfatórios 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 versão traduzida, padronizada e validada para 

a população brasileira em 2015 (Fornazieri et al., 2015). O teste consiste na identificação de 

40 odores, impregnados nas páginas que ao serem riscadas, liberam os mesmos. O paciente 

então escolhe entre 4 alternativas com o que o odor se parece. Ao final do teste com a 

pontuação obtida é possível a classificação da capacidade olfatória do indivíduo em 

normosmia, hiposmia (leve, moderada e grave) e anosmia de acordo com o sexo do paciente. 

O teste também pode ser utilizado para análise da função unilateral, obstruindo a narina 

oposta ao teste com fita porosa (Doty, 2009b). 

Outro teste muito utilizado para avaliação do olfato é o Sniffin Sticks. Esse 

teste é constituído por 3 subpartes, todas compostas por odores distribuídos em canetas.  A 

primeira parte avalia o limiar do odor, tendo canetas com diferentes concentrações de n-

butanol. A segunda parte é composta por 16 pares de odores onde o indivíduo precisa 

distinguir entre os odores o correto, avaliando a discriminação do odor. E a terceira parte, de 

identificação do odor, é composta por 16 canetas e o paciente escolhe entre 4 alternativas a 

resposta correta (Hummel et al., 1997).  Esse teste já foi adaptado e validado para população 

portuguesa (Ribeiro et al., 2016) e foi adaptado e usado pela primeira vez na população 

brasileira em 2008 (Silveira-Moriyama et al., 2008), sendo posteriormente também adaptado 

para população pediátrica (BASTOS, 2015).  

Outro teste de avaliação do limiar olfatório é composto por 17 diferentes 

concentrações de álcool feniletílico (com cheiro de rosa) e o branco (somente com o diluente 

neutro, propilenoglicol). Sempre são apresentados 2 frascos, um contendo o odor e outro o 

branco, e o indivíduo precisa identificar qual contêm o odor.    Ao final é calculado o limiar 

atingido e classificado de acordo com a idade do paciente (Doty, 2009b). 

Ambos os testes de avaliação do limiar olfatório, com butanol ou álcool 

feniletílico, apresentam boa reprodutibilidade e resultados semelhantes. Os testes tiveram 

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

análise (Croy et al., 2009). 

  

2.2 RINOSSINUSITE  

 
 A rinossinusite (RS) é caracterizada pela inflamação da mucosa do nariz e 

seios paranasais, constituindo-se em uma das afecções 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 classificação mais comum das RSs se baseia no tempo de evolução dos 

sintomas e na freqüência de seu aparecimento: rinossinusite aguda (RSA): aquela cujos 

sintomas teriam duração de até 4 semanas; rinossinusite crônica (RSC): duração maior que 

12 semanas; rinossinusite recorrente (RSR), quatro ou mais episódios de RSA no intervalo de 

um ano, com resolução completa dos sintomas entre eles; rinossinusite crônica com períodos 

de agudização (RSCA), duração de mais de 12 semanas com sintomas leves e períodos de 

intensificação (Stamm et al., 2008; Fokkens et al., 2020). 

 

2.2.1 Rinossinusite Aguda 

  

Alguns fatores estão associados ao desenvolvimento da rinossinusite 

aguda, como quadros de gripes e resfriados e rinite alérgica, enquanto que outros como 

tabaco e alterações anatômicas, ainda não se tem confirmação (Stamm et al., 2008).  

Em um recente artigo holandês, utilizando o questionário GA2LEN, foi 

encontrada uma prevalência de 18% (17-21%) para sintomas que apontam para rinossinusite 

aguda pós-viral em três cidades diferentes na Holanda (Hoffmans et al., 2018). A rinossinusite 

aguda bacteriana é uma doença rara, com incidência de 0,5-2% de rinossinusite aguda viral 

(resfriado comum) (Revai et al., 2007). 

Devido a cascata de inflamação iniciada pelas células epiteliais nasais, 

ocasiona danos pelas células infiltrantes, causando edema, ingurgitamento, extravasamento 

de fluidos, produção de muco e obstrução sinusal no processo, levando a rinossinusite aguda 

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

 
2.2.2 Rinossinusite Crônica (RSC) 

 

A RSC caracteriza-se por um processo inflamatório da mucosa nasal e 

paranasal por um período mínimo de 12 semanas (Fokkens et al., 2012; Bachert et al., 2014), 

sendo causa comum de disfunção do olfato (Kern, 2000; Raviv and Kern, 2004; Alt et al., 
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2014). Muitas vezes, esse sintoma não é valorizado pelos médicos (Raviv and Kern, 2006), 

apesar da sua grande importância para a qualidade de vida do paciente (Hummel and Nordin, 

2005; Croy, Nordin and Hummel, 2014).  

A prevalência da RSC na população brasileira não foi estabelecida e na 

população mundial essa taxa varia entre 5%-15% de acordo com o país analisado (Fokkens, 

Lund and Mullol, no date). Em São Paulo, a prevalência foi de 5,51% na população 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 crônica foi de 2.609 dólares por ano para 

cada paciente. Já na Europa, os custos em um hospital universitário foram de 1861 dólares 

por ano para cada paciente (Fokkens et al., 2012). 

A RSC pode ser classificada  em com ou sem polipose baseando-se nas 

apresentações fenotípicas da doença (Van Zele et al., 2006; Akdis et al., 2011). Uma  nova 

classificação tem sido proposta com base na fisiopatologia, através da análise dos  endótipos 

inflamatórios (Tomassen et al., 2016; Divekar et al., 2017). 

Não se tem totalmente claras as causas da RSC, mas algumas alterações 

têm sido encontradas como possíveis fatores causais. Esses mecanismos serão abordados 

nos tópicos a seguir. 

 

2.2.2.1 Alterações genéticas 

 

Em pacientes com RSC foi encontrada uma elevação na regulação em 

genes (MUC5AC e MUC5B) das mucinas (glicoproteínas mucosas), que pode desempenhar 

papel importante na patogênese da hipersecreção dos seios nasais que ocorre nessa doença 

(Kim et al., 2004). 

Em modelo animal para RSC investigando-se o papel do gene Tbox1, foi 

encontrado que esses camundongos tinham maior expressão do gene e proteína em mucosa 

sinusal em comparação aos animais sem a doença. Além disso, estudando-se animais com 

gene silenciado e com aumento de expressão, os resultados do estudo sugerem que o 

silenciamento do gene diminui a transição mesenquimal epitelial e inflamação na RSC, 

através da inibição da via de sinalização TGFb-Smad2 / 3. Esse gene pode ser um futuro alvo 

de terapias para controle da inflamação e tratamento dessa doença (Zhong, Li and Zhang, 

2019).  

Também foi encontrado em estudo com pacientes com RSC com e sem 

polipose um aumento da metilação no DNA no locus da Linfopoietina do estroma tímico 

(TSLP). A metilação do DNA foi correlacionada com a avaliação do olfato (olfatometria) e a 

resistência nasal unilateral. A resistência total e os níveis de IgE no soro não foram 

relacionados com a metilação do DNA (Li et al., 2019).  
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Houve uma expressão diminuída dos genes S100A7 e S100A8 em estudo 

genético com pacientes com RSC com e sem polipose em comparação a controles. No caso 

dos indivíduos com RSC com polipose, houve diminuição da expressão do gene SPINK5 e 

nos sem polipose, houve diminuição do gene S100A9. A proteína SPINK5 estava diminuída 

em amostras de pólipos. Os genes avaliados tem envolvimento na manutenção e reparo da 

barreira epitelial e sua diminuição pode estar envolvida no estado inflamatório da RSC (Richer 

et al., 2008). 

 

2.2.2.2 Papel dos Microorganismos  

Há estudos sobre a presença de biofilme estar envolvida na patogênese da 

RSC e prognóstico da doença (You et al., 2011), mas também foi encontrado em mucosa 

normal (Mladina et al., 2010) permanecendo incerto sua participação na doença. 

Pacientes com RSC apresentam menor diversidade de microbiota 

sinonasal, apresentando destaque para presença de Corynebacterium tuberculostearicum. 

Em modelo animal essa espécie apresentou potencial patogênico, 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 pólipo, com e sem 

biofilme em tecido sinonasal houve alteração nos genes envolvidos na regulação das espécies 

reativas do oxigênio, mostrando que os pólipos e biofilmes estão associados a mudanças 

específicas na expressão gênica. Isso aponta para respostas imunes inatas prejudicadas 

diferentemente de acordo com os subgrupos de RSC (Jardeleza et al., 2013).  

A exposição a antibióticos 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 após o uso (Maxfield et al., 2017). 

Como forma de tratamento, os probióticos tem sido estudados. Usando 

probiótico (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 imunológico 

 

O sistema imunológico é responsável pela proteção do organismo a ataques 

de microorganismos. Dele fazem parte a imunidade inata e adaptativa que através de diversos 

mecanismos matam e eliminam possíveis invasores. No entanto, defeitos ou alterações 

nesses mecanismos podem causar doenças e levar a danos ao próprio indivíduo (Abbas, 

Lichtman and Pillai, 2015). Dentre as reações a patógenos, são comuns a geração de estresse 

oxidativo e aumento de mediadores inflamatórios a nível local e sistêmico.  
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2.2.2.3.1 Estresse oxidativo  

 

Nas células do corpo humano são produzidas espécies reativas do oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs) normalmente, devido aos processos fisiológicos, como a 

respiração celular (Turrens and Boveris, 1980). Os principais EROs são: radicais hidroxila, 

superóxido, hidroperoxil, peróxido de hidrogênio, oxigênio singlet e ERNs: óxido nítrico (NO), 

peroxinitrito, ânion nitroxil, óxido nitroso, trióxido de dinitrogênio, nitrito e nitrato (Katzung and 

Trevor, 2017; Robbins, 2018) .   

Essas substâncias formadas são inativadas ou transformadas em moléculas 

não danosas por componentes não enzimáticos como vitamina A e E, pró-betacaroteno e 

ácido úrico, ou por algumas enzimas como superóxido dismutase (SOD) catalase e sistema 

glutationa. A catalase e a superóxido dismutase catalisam a redução do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (McCord and Fridovich, 1969; Kirkman, Galianoe and 

Gaetanie, 1987) neutralizando seus efeitos. O sistema glutationa representa importante 

mecanismo de proteção contra a formação de radicais livres. A glutationa reduzida reage com 

radicais presentes no meio celular (reação catalisada pela glutationa peroxidase) impedindo 

sua reação com outras moléculas. Após a reação a glutationa fica oxidada e sua recuperação 

é feita pela enzima glutationa redutase (Meister and Anderson, 1983).  

O desequilíbrio entre os mecanismos pró-oxidantes e antioxidantes causa o 

quadro chamado estresse oxidativo (Sies, 1985). O acúmulo dos EROs provoca peroxidação 

de lipídeos (Minotti and Auste, 1987), danos ao DNA (Filho, Hoffmannt and Meneghini, 1984)  

e proteínas (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 reação se não controlada pode causar danos ao 

tecido (Allen, Stjernholm and Steele, 1972; Babior, Kipnes and Cumvu, 1973).  O estresse 

oxidativo está envolvido no processo do envelhecimento (Sohal and Weindruch, 1996; Melov 

et al., 2000) e no desenvolvimento de doenças neurodegerativas (Lin and Beal, 2006; Gemelli 

et al., 2013).  

A maioria das proteínas apresentam resíduos de tirosina em sua 

composição, um aminoácido aromático não essencial (Held, 2006). Esses resíduos são 

sensíveis a modificações como nitração e nitrosilação pelos ERNs, resultando na formação 

de nitrotirosina (Souza et al., 1999; Ischiropoulos, 2003), podendo ser utilizada como 

marcador do estresse oxidativo derivado dos ERNS.  

Em animais que fizeram exercícios e com restrição calórica foi encontrado 

aumento do estresse oxidativo no epitélio olfatório, apoptose e diminuição dos neurônios 

olfatórios maduros (Tuerdi et al., 2018).  
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Em modelo murino para rinossinusite com deleção do Nrf2 houve aumento 

da inflamação e citocinas como interleucina-33 (IL-33) e linfopoetina estromal tímica (TSLP) 

em lavagem nasal e tecido nasossinusal, com exacerbação de eosinófilos e hiperplasia de 

células caliciformes. Além disso, os camundongos apresentaram aumento de albumina sérica 

no lavado nasal, mostrando alteração na barreira. Os dados sugerem um papel importante do 

Nrf2 na regulação na inflamação e barreira epitelial da cavidade nasal, sendo um possível alvo 

terapêutico para essa doença (London et al., 2019). 

Pacientes com RSC com polipose apresentaram menores níveis de vitamina 

D3 em amostras de soro (48 nm/l a 85 nm/l (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 não encontrou diferença nos níveis de vitamina D entre 

pacientes com RSC com e sem polipose e controles no soro, mas os pacientes com RSC 

tiveram menos receptor de vitamina D (por imunohistoquímica) em células epiteliais de 

amostras de mucosa do complexo ostiomeatal (Tomaszewska et al., 2018). 

A mucosa de pacientes com RSC apresentou redução significativa nos 

níveis de glutationa reduzida e ácido úrico, diminuindo a defesa antioxidante, podendo estar 

relacionada com a patogênese da doença. Não houve diferença nos níveis de glutationa 

oxidada e vitamina E (Westerveld et al., 1997). Quando comparados com indivíduos hígidos, 

os pacientes com RSC apresentaram menores níveis de Vitamina C em amostras sanguíneas 

e não tiveram diferença em relação aos hormônios relacionados com a tireoide (Reddy et al., 

2017). Em crianças portadoras de RSC, amostras sanguíneas apresentam menor quantidade 

de vitaminas E e C, cobre e zinco (Ünal et al., 2004). Não foi encontrada correlação entre a 

presença da RSC com e sem polipose com polimorfismos da glutationa S-transferase, asma, 

intolerância a aspirina ou alergias (Fruth et al., 2011). 

Foi encontrada maior quantidade de células com positividade para espécies 

reativas do oxigênio em amostra de epitélio nasal de pacientes com RSC com polipose, 

seguido por RSC sem pólipo e controles. Os dados sugerem que pacientes com RSC possam 

ter maiores níveis de espécies reativas do oxigênio no epitélio, causando danos teciduais 

(Fordham et al., 2013).  

Pacientes com RSC apresentaram menores níveis de IL-12 no soro e de 

vitamina E em mucosa nasal, sendo que pacientes com RSC severa  apresentaram níveis 

menores do que na os pacientes com RSC leve. Houve correlação positiva entre os índices 

de vitamina E, IL-12 e ácido úrico e correlação negativa entre a severidade da doença e os 

níveis de ácido úrico e glutationa reduzida (Nassar et al., 2003).  

Em modelo animal com indução da rinossinusite bacteriana foi observado 

um aumento nos níveis de malondialdeído e redução da atividade da superóxido dismutase e 
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glutationa em comparação ao grupo controle (Tatar et al., 2017). Coelhos com rinossinusite 

maxilar aguda induzida por Staphylococcus aureus  obtiveram maior atividade da superóxido 

dismutase na mucosa inflamada e menor da glutationa peroxidase. Não foram encontradas 

diferenças nas atividades da catalase e nos níveis de malondialdeído (Uslu, Taysi and Bakan, 

2003). 

Pacientes com polipose tratados com esteroide nasal com adição oral de 

antioxidantes (vitaminas A, C, E e selênio) obtiveram níveis mais baixos de malondialdeído 

tecidual e sérico em relação a terapia padrão (Sagit et al., 2011). 

 

2.2.2.3.2 Mediadores inflamatórios 

 

O NO é uma molécula gasosa produzida pelas enzimas NOS (óxido nítrico 

sintases) (Wang and Marsden, 1995), sendo geralmente utilizada a arginina para sua síntese 

(Palmer, Ashton and Moncada, 1988; Wu and Morris, 1998; Wiesinger, 2001). Três isoformas 

de NOS são descritas, sendo duas NOS constitutivas (nNOS e eNOS) e uma NOS induzida 

(iNOS) (Kiechle and Malinski, 1993). A isoforma I ou óxido nítrico-sintase neuronal (nNOS) 

pode ser encontrada em neurônios, células epiteliais, sistema nervoso, músculo esquelético 

entre outros. A isoforma II ou óxido nítrico-sintase induzida (iNOS) é induzida por citocinas e 

lipopolissacarídeos, endotélio e musculatura lisa vascular, não sendo detectável em 

condições basais e não é regulada pelo cálcio. Produz grande quantidade de NO que inibe 

enzimas contendo ferro causando efeito citostático e também fragmentação de DNA. Atua em 

parasitas e células tumorais. A isoforma III ou óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) é 

constitutiva e produz NO em endotélio vascular sob condições basais (Forstermann et al., 

1994).  

O LPS ou endotoxinas bacterianas, citocinas, como TNF-α, IL-1β ou IFN-γ, 

induzem a síntese de iNOS. A iNOS requer síntese protéica para sua expressão e sua 

atividade persiste por mais de 24 horas. A indução de iNOS pode ser suprimida por TGFbeta, 

IL-4, IL-10 sozinhos ou sinergicamente com macrófagos, por IL-8 e por glicocorticóides, que 

inibem a indução, mas não a atividade das enzimas já induzidas (Davies, Fulton and Hagen, 

1995). A indução da iNOS é responsável pelas propriedades citotóxicas do NO (Kiechle and 

Malinski, 1993). 

O NO produzido por essas enzimas é responsável por diversas funções 

como: antagonista de contrações da musculatura lisa vascular, inibição da ativação 

plaquetária, modificação da adesividade leucocitária e diapedese dos neutrófilos (através da 

atuação nas integrinas), neurotransmissão (Flora Filho and Zilberstein, 2000), vasodilatação 

(Furchgott et al., 1984), manutenção do calibre brônquico e regulação da frequência dos 

movimentos ciliares (Flora Filho and Zilberstein, 2000).  
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 O óxido nítrico pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do meio 

em que ele está e é rapidamente destruído pelo oxigênio (Archer, 1993), sendo que sua 

oxidação produz nitrito e nitrato. O NO é citotóxico e vasodilatador (Moncada, Palmer and 

Higgs, 1991) e modula reações inflamatórias ou antiinflamatórias, dependendo do tipo celular 

e do estímulo (Adams, 1996). A molécula do NO tem um elétron não pareado e reage 

facilmente com oxigênio, radical superóxido, ou metais de transição, como ferro, cobalto, 

manganês ou cobre (Kiechle and Malinski, 1993). 

A função do NO nasal  não está bem esclarecida, mas acredita-se que esteja 

envolvido em vários processos no trato respiratório, como na defesa do hospedeiro por 

eliminar microrganismos por toxidade e estimular a motilidade ciliar (Lundberg and Weitzberg, 

1999). 

 Foi encontrado menor índice de NO nasal nos pacientes com RSC 

(Lindberg, Cervin and Runer, 1997) e RSC com polipose comparados com controles (Lee et 

al., 2015). Os níveis de NO também foram menores em pacientes com RSC com polipose do 

que em pacientes com RSC sem polipose e controles (Bommarito et al., 2008). Houve 

aumento nos níveis de NO depois de procedimento cirúrgico e esse aumento foi relacionado 

com a melhora nos valores da análise endoscópica (Lee et al., 2015).  

Em pacientes com RSC com polipose os níveis de metabólitos do NO (nitrito 

e nitrato) (fluído de lavagem nasal) e a atividade da superóxido dismutase (tecido) foram 

menores, essa estando associada ao aumento de nitrotirosina. Os níveis de arginina, 

metilarginina e inibidores endógenos de NOS foram semelhantes em ambos (Cannady et al., 

2007).  

A administração de LPS (lipopolissacarídeo) nasal em modelo animal 

repetidamente causou diminuição do bulbo olfatório, processo revertido após término da 

indução, mas a recuperação do epitélio olfatório foi incompleta(Hasegawa-Ishii, Shimada and 

Imamura, 2018). 

A citocina pró-inflamatória IL-32 também pode fazer parte da patogênese da 

RSC. Maior expressão dessa citocina foi encontrada em raspado nasal de pacientes com 

RSC, sendo que pacientes de RSC sem pólipo tiveram maior expressão 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 pólipo a IL-32 foi mais abundante no tecido 

submucoso e nos polipose. Pela localização da marcação positiva para IL-32 e CD3 e CD68, 

supõe-se que as células T e macrófagos são os principais produtores de IL-32 nos pólipos 

(Keswani et al., 2012).  

O tratamento com um glicosaminoglicano sintético (GM-1111) em animais 

modelo de RSC demonstrou reduções significativas nos sinais clínicos (p <0,05), alterações 

teciduais degenerativas, hiperplasia das células caliciformes, infiltração de células 
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inflamatórias (p <0,01), imunidade inata (tlr2, tlr4, myd88, il1b, tnfa, il6 e il12) e expressão 

gênica de citocinas associadas à imunidade adaptativa (ccl11, ccl24, ccl5, il4, il5 e il13) (p 

<0,05 a p <0,0001) em tecidos nasossinusais e níveis séricos de IgE (p <0,01). Os dados 

sugerem que o GM-1111 reduz significativamente os efeitos locais e sistêmicos da inflamação 

sinonasal associada à RSC (Alt et al., 2018). 

Citocinas inflamatórias foram encontradas no muco coletado da fenda 

olfatória. Os níveis de IL-5 foram inversamente correlacionados com as pontuações obtidas 

em teste olfatório em pacientes com RSC com e sem polipose, enquanto que IL-6, IL-7 e o 

fator de crescimento endotelial vascular A correlacionou-se positivamente em pacientes com 

pólipo. Mais pesquisas são necessárias para estabelecer a fonte de citocinas mucosas e 

estabelecer se elas desempenham um papel causal na perda olfatória (Schlosser et al., 2016). 

A avaliação de 17 proteínas no muco coletado na concha inferior e fenda 

olfatória de pacientes com RSC encontrou correlação inversa entre a pontuação do teste 

olfatório e a concentração do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A, fator básico de 

crescimento de fibroblastos, ligante de quimiocina 2 e 20 e fator estimulador de colônias de 

macrófagos e correlação positiva com a expressão de fator de células-tronco (Yoo et al., 

2019). 

A proteína catiônica eosinofílica (ECP)  é uma glicoproteína de cadeia única 

purificada em 1974 (Olsson and Venge, 1974) e constitui a maior parte, cerca de 30% das 

proteínas presentes nos grânulos do eosinófilo (Dahl, Venge and Olsson, 1978). Apresenta 

funções citotóxicas e não citotóxicas, como induzir a liberação de histamina dos mastócitos e 

basófilos e facilitar a fibrose através da síntese de proteoglicanos (Venge and HÅKANSSON, 

1991) e está envolvida no processo alérgico (Jonsson et al., 2002). A ECP exerce diversas 

atividade biológicas como antibacteriana  (Lehrer et al., 1989) e antiparasitária (McLaren et 

al., 1981).  

A ECP pode exercer atividade citotóxica com mecanismo ainda não total 

elucidado, mas sugere-se que a ECP  desestruture a bicamada fosfolipídica criando poros 

nas membranas celulares, o que permite a passagem de água e pequenas moléculas, 

resultando em lise osmótica (Carreras et al., 2005), além  da condensação da cromatina, 

produção de espécies reativas de oxigênio e ativação da atividade semelhante à caspase-3 

(Navarro et al., 2008). A ECP também pode ter efeito neurotóxico através da indução de 

apoptose aumentando a concentração de cálcio intracelular e ativando as caspases 8 e 9 

(Navarro et al., 2010). 

Pacientes com RSC podem ter aumento de eosinófilos, principalmente em 

pacientes com polipose (Wu et al., 2018) e o perfil de eosinofilia pode ser usado também como 

forma de classificação para a RSC (Okada et al., 2018).  
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O fator de necrose tumoral (TNF- α) é um mediador pró-inflamatório (Beutler 

and Ceramit, 1989). Não é conhecida sua função na fisiologia olfatória humana (Andrew P. 

Lane et al., 2010) e nem como afeta a função dos neurônios olfatórios (Sultan, May and Lane, 

2011). Foi encontrado mRNA e receptor de TNF-α em epitélio olfatório normal (Farbman et 

al., 1999) e  induziu apoptose de neurônios maduros de epitélio olfatório (Suzuki and Farbman, 

2000). 

A produção de TNF-α causou danos ao epitélio olfatório e diminuição da 

resposta olfativa em ratos transgênicos de modo reversível (Andrew P Lane et al., 2010), mas 

sem a intervenção medicamentosa, a regressão espontânea da inflamação na RSC é mínima  

(Kuehnemund et al., 2004). Foi encontrada maior expressão dos genes do TNF-α e de outros 

mediadores inflamatórios (IL-6, IL-12, IL-13) em pacientes com RSC comparado com 

controles (Anand et al., 2006). 

A concentração de várias citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, TNF- α, IL-3, GM-

CSF, ICAM-1, marcadores de neutrófilos (MPO) e proteína catiônica eosinofílica (ECP) 

encontram-se aumentadas na RSC (Stamm et al., 2008).  

Em hibridização in situ, a densidade do TNF-α estava aumentada em 

pacientes com sinusite com polipose não alérgica em relação 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-α 1  nos efeitos inflamatórios e danificação 

neuronal do TNF-α no epitélio olfatório (Garcia et al., 2017).   

 

2.2.2.4 Polipose nasal  

 

Nos pólipos nasais (crescimento de massa celular com forma de esfera ou 

grão de uva)  ocorre maior absorção de sódio e permeabilidade ao cloreto do que nos epitélios 

das conchas nasais, pela liberação local de mediadores inflamatórios. O aumento da absorção 

de sódio derivado do aumento do recrutamento de células inflamatórias leva a uma maior 

absorção de líquido epitelial contribuindo para o desenvolvimento de pólipos nasais (Bernstein 

et al., 1997). 

Não se tem totalmente elucidada a causa de alguns pacientes com RSC 

apresentarem a formação de pólipos e outros não. Algumas diferenças tem sido encontradas 

entre esses pacientes. Pacientes com RSC com pólipo tiveram um aumento na ativação de 

células T e marcadores eosinofílicos comparados com pacientes com RSC sem pólipo e 

controles. Os pacientes com RSC sem polipose apresentou padrão de resposta Th1 e altos 

níveis de IFN-γ e TGF-β, enquanto que pacientes com polipose apresentaram padrão Th2 e 

concentração elevada de IL-5 e IgE. Esses dados reforçam a hipótese de RSC com e sem 
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polipose serem doenças distintas (Van Zele et al., 2006). Foram encontrados altos níveis de 

IL-5 e IgE na secreção nasal de pacientes com RSC com polipose (Riechelmann et al., 2005) 

e não foram encontrados neurônios olfatórios em pólipos nasais de concha média (Bhutta et 

al., 2011).  A IL-17C (induzida por estímulo bacteriano ou inflamatório) foi encontrada em 

maior quantidade no epitélio de pacientes com RSC com polipose, principalmente nos pólipos 

nasais eosinofílicos podendo estar associada a patogênese da RSC com polipose, 

especialmente pólipos nasais eosinofílicos (Jin et al., 2013). Foi encontrado um aumento da 

expressão de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em pacientes com RSC com 

polipose, promovendo crescimento celular e inibição de apoptose (Lee, Myers and Kim, 2009). 

Foi encontrado menor nível de NO nasal em pacientes com polipose. O 

tratamento com corticosteroides foi eficiente na redução dos pólipos e melhorou os níveis de 

NO (Colantonio et al., 2002). Em amostras sanguíneas, houve maiores níveis de NO de 

pacientes com polipose, além de maior quantidade de danos ao DNA dos linfócitos (Mrowicka 

et al., 2015). Pacientes com RSC com polipose que receberam prednisona oral tiveram uma 

melhora na regularização de expressão de proteínas, principalmente as que estavam 

anteriormente subexpressas, sendo que 89% delas aumentaram os níveis de expressão após 

o tratamento (Workman et al., 2020).  

Em análise por citometria de fluxo em muco nasal, foram encontrados 

maiores níveis de IL-5 e IL-13 em pacientes com RSC com pólipo e menor quantidade de IL-

17 em pacientes com RSC sem pólipo. Os pacientes com RSC com pólipo também 

apresentaram eosinofilia tecidual mais severa e pior olfato. A função olfatória dos pacientes 

foi inversamente correlacionada com níveis de IL-2, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Wu et al., 2018). 

Também é possível classificar os pacientes com RSC com polipose de 

acordo com o fenótipo apresentado em eosinofílico ou não (Nakayama et al., 2011), sendo 

que os primeiros tem pior prognóstico que pode estar associado a maior expressão dos genes 

relacionados a células T auxiliares 2 (TH2), a eosinófilos (IL-4, IL-5), fator de estimulação de 

colônia 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 níveis de estresse 

oxidativo do que pacientes sem pólipo. Em amostras de tecido (biópsia de pólipo) e sangue 

de pacientes com polipose nasal, o estado oxidante total e o índice de estresse oxidativo 

estavam aumentados, enquanto que o estado antioxidante total encontrava-se diminuído em 

relação aos controles (pacientes com desvio de septo ou hipertrofia de concha média, biópsia 

de lamela lateral ou concha média). Nos pacientes com polipose o índice de estresse oxidativo 

correlacionou moderadamente com a idade, sugerindo uma possível relação do aumento do 

estresse oxidativo causado pelo envelhecimento levar a formação de pólipos nasais (Bozkus 
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et al., 2013). Em análise de pólipos nasais foi encontrado maior nível de espécies reativas do 

oxigênio que pode estar relacionado com o dano tecidual (Unerı et al., 2005) e pacientes com 

RSC com polipose apresentaram maior expressão de espécies reativas do oxigênio em seu 

tecido sinusal, seguidos pelos pacientes com RSC sem pólipo e controles (Fordham et al., 

2013). Houve correlação entre ECP de lavado nasal em pacientes com polipose nasal e 

severidade da doença, entre estresse oxidativo e obstrução nasal, NO e congestão nasal 

(Topal, Kulaksızoglu and Erbek, 2014).  

A adição de dupilumab subcutâneo (anticorpo para IL-4 que inibe IL-4 e IL-

13, citocinas centrais na inflamação mediada pelas células TH2) ao spray nasal furoato de 

mometasona reduziu a carga de pólipo nasal endoscópica após 16 semanas (Bachert et al., 

2016). O uso de dexpramipexol causou diminuição da quantidade de eosinófilos totais no 

sangue e nos pólipos nasais, mas não houve redução dos pólipos e outros aspectos clínicos 

(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 mês após a cirurgia. A resposta 

ao tratamento com corticoide correlaciona com a melhora pós cirurgia. Entretanto, essa 

melhora parece ser passageira, sendo que a capacidade olfatória diminuiu após 3 meses 

(Bogdanov et al., 2019).  

Além da classificação em com e sem polipose, recentemente uma nova 

classificação foi indicada: RSC primária (tipo II, com aumento de eosinófilos ou não tipo 2) ou 

secundária (relacionada a outras doenças como infecção fúngica e fibrose cística). Ambos os 

tipos podem ser difusas ou localizadas de acordo com a distribuição da inflamação (Fokkens 

et al., 2020). 

 

2.2.2.5 Perda olfatória na Rinossinusite Crônica 

 

A perda olfatória na RSC pode atingir até 84% dos pacientes (Soler, Mace 

and Smith, 2008). Uma meta-análise  feita com 35 artigos que avaliaram prevalência da perda 

olfatória na RSC, encontrou uma perda em 30% usando Teste Breve de Identificação de 

Cheiro, 67% usando Teste de Identificação do Olfato e e 78,2 quando usado o teste de Sniffin 

'Sticks (Kohli et al., 2017). Essa perda do olfato tem várias possíveis causas descritas até o 

momento. Uma dessas causas é a obstrução nasal por edema de mucosa ou presença de 

pólipos (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 correlação entre a piora na severidade da 

doença avaliada através de tomografia computadorizada e exame endoscópico com uma pior 

função olfatória e a presença de pólipos sendo um forte preditor para disfunção olfatória (Alt 

et al., 2014). 
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Outra possível causa da perda olfatória em pacientes com rinossinusite 

crônica é a injúria do neuroepitélio olfatório pelo processo inflamatório (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 olfatório pode apresentar hiperplasia de células caliciformes e metaplasia 

escamosa e erosiva, sendo esta última de maior dano olfatório com exposição da membrana 

basal (Lee et al., 2000b; Bruce W Jafek et al., 2002; Yee et al., 2009).  

 A injúria do neuroepitélio olfatório pelo processo inflamatório (Alt et al., 

2014) causa perda sensorial (Kern, 2000; Andrew P. Lane et al., 2010) sendo outra causa de 

perda olfatória em pacientes com RSC. A gravidade da perda olfatória é maior e mais 

frequente em pacientes com eosinofilia (Mori et al., 2013).  

Na mucosa de pacientes com RSC o epitélio olfatório pode apresentar 

hiperplasia de células caliciformes e metaplasia escamosa e erosiva, sendo esta última de 

maior dano olfatório com exposição da membrana basal (Lee et al., 2000b; Yee et al., 2009). 

Em estudo de 2002, foram encontrados danos em receptores olfatórios 

ciliados, metaplasia escamosa e fibrose em pacientes com sinusite através da microscopia 

eletrônica de transmissão (B W Jafek et al., 2002b). 

Em ratos transgênicos, modelo animal proposto para estudo da RSC, a 

produção de TNF-α no epitélio olfatório causou danos e diminuição da espessura do epitélio 

e da resposta a odores. Com a interrupção da indução da produção de TNF-α, o epitélio 

mostrou capacidade de recuperação histológica e funcional. Esses resultados corroboram 

com a participação da inflamação na perda olfatória na RSC (Andrew P Lane et al., 2010). 

Nesse modelo animal com indução de expressão de TNF- α  também foi encontrada uma 

maior expressão das proteínas JNK (quinases c-Jun-N-terminal) e apoptose, o que não 

ocorreu em animais com receptor TNFR1 suprimido, demonstrando uma possível via de ação 

do TNF-α levando a apoptose neuronal. Pacientes com RSC também tiveram maior expressão 

das proteínas JNK em epitélio olfatório. Portanto, os receptores TNFR1 podem ser futuros 

alvos terapêuticos para o tratamento da perda olfatória na RSC(Victores et al., 2018).  

Houve diminuição de neurônios olfatórios maduros e imaturos no epitélio 

olfatório de camundongos transgênicos com a indução de inflamação e produção de TNF-α 

com doxiciclina (modelo animal para RSC) com reversão dos efeitos após término da indução 

(Turner et al., 2010) e aumento de apoptose de neurônios olfatórios em epitélio de pacientes 

com RSC (Raviv and Kern, 2004). 

Em estudo realizado em biópsias de concha média e secreção nasal de 

pacientes com RSC leve estável que ficaram sem tratamento por 4 semanas foi encontrada 

uma diminuição não significativa  nos níveis de mRNA, IL-1 β, IL-6, IL-8, proteína quimiotática 

de monócitos 1, TNF-α, prostaglandina E2 e leucotrieno  nesse período, mostrando que uma 
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regressão espontânea dos mediadores inflamatórios no curso natural da RSC é mínima, 

indicando a persistência da inflamação (Kuehnemund et al., 2004).  

Foi encontrado menos NO nasal em pacientes com RSC correlacionado com 

a função olfativa nesses pacientes. Essa correlação não foi encontrada em indivíduos sem a 

doença, podendo não haver influência direta entre os dois parâmetros, mas os dois serem 

afetados pela inflamação presente nessa doença (Elsherif et al., 2007).  

Os neurônios olfatórios se renovam no epitélio olfatório normal, mas no 

epitélio de pacientes com RSC ocorre um aumento de morte desses neurônios por apoptose 

(Raviv and Kern, 2004). 

Na RSC ocorre também uma deficiência na regeneração normal do epitélio 

olfatório. A inflamação inicial causa a ativação das células basais horizontais, mas no caso da 

persistência da inflamação, essas células passam a ficar em um estado indiferenciado incapaz 

de regeneração.  Esse processo é mediado por citocinas e quimiocinas reguladas pelo NF-

κB, como CCL19, CCL20 e CXCL10. Essas células indiferenciadas também levam a produção 

de quimiocinas pró-inflamatórias, contribuindo para permanência da inflamação local (Chen, 

Reed and Lane, 2019). Em pacientes com RSC devido a radioterapia apresentaram aumento 

de células basais não diferenciadas e também metaplasia escamosa no epitélio respiratório 

(Huang et al., 2020). 

Em modelo animal para RSC com polipose com perfil inflamatório tipo 2 / 

Th2, com aumento da IL-4, IL ‐ 5 e IL ‐ 13 no epitélio olfatório, houve aumento no número de 

mastócitos e eosinófilos, com infiltração dessas células na mucosa olfativa. Esses animais 

também tiveram menor quantidade de neurônios olfativos imaturos, provavelmente devido a 

menor renovação epitelial.  Não houve alteração no número de neurônios maduros  e nos 

resultados de acuidade olfatória por eletroolfatograma (Rouyar et al., 2019). 

Foi encontrada maior expressão genica para o marcador de eosinófilos 

(CLC: proteína cristalina de Charcot Leyden) em concha superior de pacientes com RSC com 

pólipos comparado a pacientes com RSC sem pólipos e controles. A expressão desse 

marcador também correlacionou com a expressão de IL-5, eotaxina-1 e com os níveis da 

proteína catiônica eosinofílica. A expressão de CLC foi inversamente relacionada com as 

pontuações dos testes de limiar e discriminação olfatória, reforçando a hipótese do influxo 

local de eosinófilos na fenda olfatória estar correlacionado com a perda olfatória 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 olfatória após o uso do mepolizumab, 

anticorpo monoclonal que bloqueia a IL-5. A aplicação dessa medicação trouxe diminuição na 

obstrução nasal e dos seios paranasais e o 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 benefício para pacientes 

com RSC com polipose sintomáticos não responsivos a tratamento com corticoide, com 

diminuição dos pólipos nasais, melhora nos sintomas e qualidade de vida (SNOT-22) e do 

olfato (Bachert et al., 2016).  

A presença de eosinofilia tecidual está associada com a perda olfatória em 

pacientes com RSC com pólipos, independente da gravidade da doença. Essa associação 

não 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 endótipo tipo 2, com níveis de ECP elevados 

demonstrada por PCR (reação em cadeia da polimerase) (Stevens et al., 2019). Pacientes 

com RSC com eosinofilia tiveram maior quantidade de eosinófilos na mucosa olfatória e 

respiratória. Esses pacientes também tiveram menos quantidade de neurônios olfatórios 

maduros no epitélio e mais erosão em ambas as mucosas. Quando comparado ao grupo sem 

eosinofilia, tiveram menor recuperação da função olfatória após 3 e 12 meses de cirurgia, 

mostrando um possível envolvimento dos eosinófilos na disfunção olfatória na RSC 

(Kashiwagi et al., 2019).  

Estudo do muco nasal em 62 pacientes com RSC revelou que nos pacientes 

com polipose os níveis de ligante de quimiocina 2, 5 e 11 (CCL2, CCL5, CCL11), IL-5, IL-6, IL-

13, IL-9, IL-10 e TNF-α tiveram correlação com a função olfatória. Já no caso dos pacientes 

sem polipose, somente o ligante C-X-C 5 apresentou correlação, mostrando diferentes perfis 

inflamatórios nos grupos. Os resultados também corroboram com a hipótese da inflamação 

estar envolvida na perda olfatória na RSC (Soler et al., 2019). 

Os níveis de IL-5 foram inversamente correlacionados com a pontuação no 

teste olfatório (TDI, Sniffin Sticks) em pacientes com RSC com e sem polipose. Já IL-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 olfatório de pacientes com RSC com e sem polipose e 

comparar com epitélio de indivíduos sem a doença para verificar possíveis causas e 

mecanismos da perda olfatória na RSC. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliação da segurança da biópsia de concha nasal superior quanto à 

função olfatória e a eficácia do procedimento em conter epitélio olfatório para análises. 

Análise de possíveis alterações em vias de sinalização do odor (segundos 

mensageiros e receptor de acetilcolina), neuronal, apoptose, eosinofilia e de estresse 

oxidativo no epitélio olfatório dos pacientes com RSC. 

Verificar a possível correlação entre a expressão dos componentes no 

epitélio olfatório com a função olfatória.   
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 PARTICIPANTES  

 

Foram recrutados  pacientes com diagnóstico 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 indicação cirúrgica. Para análise do epitélio sem a 

doença e para a análise da segurança e eficácia da biópsia, foram recrutados pacientes 

aguardando cirurgia de septoplastia sem alterações no olfato. Todos os pacientes 

responderam o questionário de inclusão e foram excluídos: pacientes com idade inferior a 12 

anos por tratar-se de outro perfil de pacientes; com idade superior a 70 anos para evitar os 

efeitos da idade na morfologia do epitélio olfatório; com história de cirurgia nasal prévia ou de 

traumatismo crânioencefálico; com discinesia ciliar conhecida; em uso de alguma medicação 

tópica nasal ou antioxidantes nos últimos 30 dias. Em todos os casos, antes da participação 

no trabalho, o paciente leu e assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 

C). O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos 

(parecer: 1.024.603). 

 

4.2 PROCEDIMENTOS 

 

Para análise do epitélio olfatório foi realizada biópsia (3 mm) na região da concha nasal 

superior com pinça cortante, já descrita na literatura (B W Jafek et al., 2002a; Winstead et al., 

2014) por um único otorrinolaringologista (M.A.F.) em centro cirúrgico com anestesia geral. 

Foram utilizadas 3 gotas de oximetazolina na cavidade nasal para vasoconstrição e as 

amostras coletadas com pinça de Takahashi e as amostras foram congeladas (-80ºC) para 

realização da imunofluorescência. Outra amostra de mesmo tamanho e retirada da mesma 

região foi emblocada em parafina e feita imuno-histoquímica para análise da segurança 

olfatória. A função olfatória bilateral e unilateral dos pacientes foi avaliada através do Teste 

de Identificação do Olfato da Universidade da Pensilvânia (UPSIT) validado para população 

brasileira antes da cirurgia (Fornazieri et al., 2015). Para análise da segurança da biópsia os 

controles tiveram o olfato avaliado antes e também um mês após o procedimento. A avaliação 

de obstrução nasal foi feita através da aplicação dos questionários NOSE (Nasal Obstruction 

Symptom Evaluation) e SNOT-22 (Sino-Nasal Outcome Test) em português (Alves et al., 

2010; Kosugi et al., 2011) e pela aplicação do Peak Nasal Inspiratory Flow (PNIF), que avalia 

a capacidade de inspiração total em litros/minuto (Dufour et al., 2007). Foram coletados os 

dados demográficos, como idade, sexo, grau de escolaridade, etnia, além de dados referentes 

à história pregressa de saúde do paciente, hábitos e vícios através de questionário. 
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4.2.1 Teste de Identificação do Olfato da Universidade da Pensilvânia (UPSIT) 

 

O UPSIT é constituído de quatro cartelas de 10 odores com um odor por 

página. Os estímulos são embebidos em microcápsulas plásticas presentes em uma faixa 

marrom no rodapé de cada página. O examinador orienta a pessoa examinada a raspar com 

um lápis essa faixa, o que faz o odor ser liberado. Após isso, o paciente responde a uma 

questão de múltipla escolha para descrever com o que o odor se parece. A partir da pontuação 

obtida, pode-se classificar a função olfatória do indivíduo em normosmia, microsmia (leve, 

moderada e severa) e anosmia (R. L. Doty et al., 1984; Fornazieri et al., 2015) (Tabela 1). Para 

análise unilateral, foram utilizadas 20 perguntas para cada lado, sendo a narina oposta foi 

obstruída com Micropore™ (Doty, 2009b). 

 

Tabela 1 – Classificação da função olfatório pelo teste olfatório 

 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 Imunohistoquímica 

 

Para confirmação da presença de epitélio olfatório nas amostras coletadas 

para verificação da segurança da biópsia, foi utilizada imunohistoquímica. As amostras foram 

fixadas por 24 horas em formol 10% e desidratadas em soluções crescentes de álcool (80%, 

95% e álcool absoluto). Foram submetidas a 4 banhos de xilol e 4 banhos de parafina de 30 

minutos cada e incluídas em blocos de parafina. A seguir, foram cortadas em 3 μm de 

espessura e alocados em lâminas.  

As lâminas foram desparafinizadas em estufa e colocadas em panela de 

pressão elétrica com tampão EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) por 3 minutos, seguida 

por choque térmico em água fria por 10 minutos. Em seguida, passaram para o bloqueio de 

peroxidase, lavagens com PBS (tampão fosfato-salino) e incubação com anticorpo anti-OMP 

(anticorpo policlonal de coelho anti-proteína marcadora olfatória, Abcam, USA, diluído 1:100 

em solução de PBS com BSA - albumina de soro bovino- com bloqueio de proteína) para 

confirmação da presença de epitélio olfatório. Os procedimentos foram feitos em câmara 

úmida. A incubação com anticorpo secundário biotinilado foi feita por 10 minutos, nova 

lavagem com PBS e incubação com estreptavidina conjugada com peroxidase de rábano 
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(HRP) (Bio SB, USA) por 10 minutos, outra lavagem com PBS, seguida de banho de PBS por 

5 minutos e aplicação do DAB (diaminobenzidina 3,3) (50 µL de DAB cromógeno diluído em 

1 m de DAB tampão, Bio SB, USA)  por 10 minutos e lavagem com PBS. As lâminas foram 

contra-coradas com hematoxilina. A contagem de células marcadas foi feita no software 

Image J com fotos das lâminas em aumento de 400x em uma área de 237 µm2 (área 

aproximada de epitélio, padronizada para todas as amostras). A confirmação de presença de 

epitélio olfatório foi feita quando o número de células positivas contadas ultrapassou 20 

células. Valores inferiores a esse foram considerados artefatos de marcação. Esse valor foi 

obtido à partir da marcação de epitélio de 5 amostras de concha inferior, tecido cuja mucosa 

não há relatos de presença de células olfatórias e não tem expressão do gene de receptor 

olfatório (Verbeurgt et al., 2014). 

 

4.2.3 Imunofluorescência 

 

As biópsias assim que retiradas foram colocadas em solução de 

paraformaldeído (PFA) 4% por 24 horas, em uma solução de sacarose 30% por 24 horas 

(solução crioprotetora) e em uma mistura de solução de sacarose 30 % com meio Tissue-Tek 

O.C.T. compound (Sakura) por 24 horas. Posteriormente as amostras foram congeladas com 

auxílio de meio Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura) e mantidas a - 80 º C até o momento 

das análises. 

As amostras foram cortadas em criostato (Leica CM 1520) com espessura 

de 15 micrômetros e colocadas em lâminas sinalizadas e lapidadas (Starfrost, Knittel Glass, 

Germany). Os cortes foram hidratados com PBS 1x (tampão fosfato-salino) em 3 lavagens de 

5 minutos em câmara úmida e feita a recuperação antigênica (em suporte com solução de 

2,16 ml de tampão acetato, 9,84 ml de tampão citrato, 108 ml de água destilada e 60 µl de 

Tween 20) em banho-maria 90ºC. Após as lâminas foram colocadas no gelo até atingir 25ºC, 

transferidas para a câmara úmida, feitas 3 lavagens com PBS 1x de 5 minutos cada e feito o 

bloqueio antigênico com solução de PBS t 0,1% (tampão fosfato-salino com triton) e BSA 3% 

(albumina de soro bovino). Foram feitas 3 lavagens com PBS 1x de 5 minutos cada e 

aplicação dos anticorpos primários diluídos em solução de PBSt 0,1% e BSA 2% conforme a 

Tabela 2, mantidas em câmara úmida overnight. Foram feitas 3 lavagens com  PBS 1x de 5 

minutos cada e aplicação dos anticorpos secundários (anti-coelho conjugado com DyLight ® 

650- GtxRb-003-D650NHSX 1:100  e anti-camundongo conjugado com FITC – F2761 1:200) 

por 2 horas. As lâminas foram montadas com meio de montagem (Fluoreguard Mounting 

Medium, SCYTEK ) e analisadas usando microscópio confocal Leica Microsystems CMS TCS 

SP8 (Mannheim, Germany). Controles negativos foram feitos utilizando as lâminas com 

tecido, seguindo todo o procedimento normal mas sem a aplicação do anticorpo primário. 
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Foram quantificadas de 1 a 4 regiões de epitélio olfatório (confirmado pela marcação neuronal) 

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

intensidade de fluorescência em escala de cinza por área. 

 

Tabela 2 - Lista de anticorpos primários 

Anticorpo  Espécie  Fabricante, País   Tipo Diluição  Marcação  

anti-OMP (anti- proteína 

marcadora olfatória) 

Coelho  Biorbyt Policlonal 1:100 Neurônios olfatórios 

maduros 

Anti-beta tubulina III Camundongo  Thermo Fisher  Monoclonal  1:100 Neurônios 

anti-GAP-43 (anti- 

proteína associada ao 

crescimento 43) 

Coelho  ABCAM, USA Policlonal 1:200 Neurônios olfatórios  

imaturos 

anti-cAMP (anti- 

adenosina monofosfato 

cíclico ) 

Camundongo  ABCAM, USA Monoclonal  1:100 Transmissão do sinal 

anti-cGMP ( anti- 

guanosina monofosfato 

cíclico) 

Coelho  ABCAM, USA Policlonal  1:100 Transmissão do sinal 

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

Anti-ECP (proteína 

catiônica eosinofílica) 

Coelho  Biorbyt Policlonal  1:200 Eosinófilos  

Anti-receptor 

muscarínico de 

acetilcolina M3 

Coelho  Abcam  Policlonal  1:100 Transmissão do sinal 

Anti-iNOS (óxido nítrico 

sintase indutível) 

Coelho  Biorbyt Policlonal  1:100 Estresse oxidativo 

Anti-nitrotirosina Camundongo  Millipore Monoclonal  1:200 Estresse oxidativo 

 

 

4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

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

Corp., Texas, Estados Unidos da América). As variáveis contínuas foram expressas em média 

(M) e desvio padrão (DP) e comparadas utilizando análise de variância (ANOVA) seguido de 

Bonferroni ou Kruskal-Wallis seguido por Dunn, após a verificação da normalidade da 
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distribuição dos dados utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. As análises de segurança por 

odor foram feitas através de Intervalo de confiança de 95% (IC 95%). As variáveis categóricas 

foram analisadas através do teste qui-quadrado. Foi adotado o nível de significância de 5%. 

As análises de correlação da emissão de fluorescência com a pontuação no teste olfatório 

foram feitas através do coeficiente de correlação de Pearson ou Spearman.  

 

 

  



51 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 



52 
 

 



53 
 

 



54 
 

 



55 
 

 



56 
 

 



57 
 

 

 



58 
 

 



59 
 

 

 



60 
 

 

 

 

 

 



61 
 

  

 

 

 

 

 

 



62 
 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

 

 

 

 

 

 



65 
 

 

 

 

 

 

 



66 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

 

 

 

 

 

 



70 
 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

 

 

 

 

 

 



72 
 

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

 

 

 

 

 



74 
 

 

 

 

 

 

 



75 
 

 

 

 

 

 



76 
 

 

 

 

 

 

 



77 
 

 

 

 

 

 



78 
 

 

 

 

 

 

 



79 
 

 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

6 CONCLUSÕES 

A realização de biópsia em concha nasal superior é segura para a função 

olfatória do paciente, não alterando a capacidade total e específica de identificar odores. Essa 

técnica também é eficaz em obter epitélio olfatório para análises morfológicas e funcionais. 

Pacientes com RSC apresentam tendência a menor quantidade de cAMP e maior expressão 

de apoptose, estresse oxidativo e presença de eosinófilos na mucosa nasal, indicando 

possível mecanismo de perda olfatória na RSC.  
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ANEXO A- Questionário dados gerais 

ENTREVISTADOR: DATA: _____/_____/________ 

Nome:___________________________________________________________________________ 

Data de Nascimento:  _____/_____/________ Idade: ____ ____ anos 

Sexo: 1 -  Masculino 2 - Feminino 

Endereçoatual: 
Rua/Av/Al:__________________________________________________________________________________Nº ______________ 

Compl. _____________________________________________________________________ CEP: ___ ___ ___ ___ ___ - ___ ___ ___ 

Bairro: ________________________________________________________Região: ________________________________ 

Telefoneparacontato: 

Fixo: ( __ __ ) __ __ __ __ - __ __ __ __ ( __ __ ) __ __ __ __ - __ __ __ __ 

Celular: ( __ __ ) __ __ __ __ - __ __ __ __ ( __ __ ) __ __ __ __ - __ __ __ __ 

Município e Estado de Nascimento:_____________________________/     _____________________________ 

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

2 Qual a renda mensal da 
família: 

1.  menos ou igual  a 724 reais 2. 725 a 2890reais 3. 2891 a 7240 reais 4. mais de 7240reais 9. NS/NR 

3a Vocêfuma? 1 - Sim 2 –Não(pule para 3e) 9 – NS/NR(pule para 3e) 

3b Quantos cigarros ou outros/dia?____ ____ ____ 

3c Vocêtraga? 1 - Sim 2 –Não 9 – NS/NR 

3d Com que idade começou a fumar?  ____ ____ anos(pularpara 4) 

3e Você já fumou alguma vez? 1 - Sim 2 –Não(pule para4) 9 – NS/NR(pule para 4) 

3f Se sim, com que idade começou?  ____ ____ anos 

3g Com que idade parou de fumar?  ____ ____ anos 

3h Quantos cigarros fumava por dia?____ ____ ____ 

3i Sua habilidade de sentir odores mudou após parar? 1 - Sim 2 –Não 9 – NS/NR 

3j Quanto mudou (1-nada- a 10-muito)?  ____ ____ 

4 

Qual seu grau 
de Instrução? 

1. ensino fundamental incompleto 

 

3. ensinomédioincompleto 

 

5. ensino superior incompleto 

 
2. ensino fundamental completo 

 

4. ensinomédiocompleto 

 

6. ensino superior completo 

 
Quantos anos de estudo? _____ _____ anos 

Qual a suaocupação? 

5 
Atualmente, você está utilizando algum tipo de medicação 

(incluindo anticoncepcional)? 

1 - Sim 2 –Não(pule para 9) 9 – NS/NR (pule para9) 

Se sim, qual/quais? 

6 
Atualmente você tem alguma doença nasal?  1 - Sim 2 – Não(pule para 10) 9 – NS/NR(pule para10) 

Se sim, qual/quais? 

7 
Atualmente você tem alguma outra doença?  1 - Sim 2 – Não 9 – NS/NR 

Se sim, qual/quais? 
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ANEXO B- Questionário de inclusão 

 

Critérios para Inclusão no estudo – Todas as questões devem ser respondidas, mas não poderá participar 

do estudo se alguma resposta obtida estiver em destaque. Pacientes do grupo de rinossinusite não serão 

excluídos caso respondam sim para as perguntas 8 e 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 
Você tem dificuldade em sentir o cheiro das coisas? 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

Explique: 

9 
 Você tem dificuldade em sentir o gosto das coisas? 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

Explique: 

10 Você está resfriado(a) ou gripado(a)?  1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

11 

Sofre de alguma destas doenças?  

a) Parkinson 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

b) Alzheimer 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

c) Epilepsia 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

d) Derrame 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

e) Tumores no cérebro 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

f) Paralisia de braço(s)/perna(s) 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

12 

Toma algum remédio para doença psiquiátrica, da cabeça? 

(não excluir se tomar somente antidepressivo) 

1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

Qual? 

13 Problema grave de memória 1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 

14 Alguma vez bateu a cabeça tão forte que ficou desacordado e foi para o 
hospital? 

1 - Sim 2 - Não 9 – NS/NR 



114 
 

 
 

ANEXO C – Termo de consentimento Livre e Esclarecido 

   
Nós, Ellen Cristine Duarte Garcia, Waldiceu Aparecido Verri Júnior e Marco 

Aurélio Fornazieri, responsáveis pela pesquisa intitulada “Análise do epitélio olfatório de 
pacientes com Rinossinusite Crônica”, estamos fazendo um convite para você participar 
como voluntário deste nosso estudo.  
1 - Durante todo o período da pesquisa você tem o direito de tirar qualquer dúvida ou 
pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com o 
pesquisador ou com o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da 
Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC – Laboratório Escola, no 
Campus Universitário, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo deverá 
ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida, 
assinada e entregue ao (à) senhor(a).  2 - Essas informações estão sendo fornecidas 
para sua participação voluntária neste estudo, que visa descrever as alterações no 
epitélio olfatório nos pacientes portadores de rinossinusite crônica. Esse objetivo será 
alcançado através da biópsia do epitélio olfatório sob anestesia geral durante a 
cirurgia, aplicação de questionário e teste da sua capacidade de sentir cheiros. 
Pacientes voluntários sem rinossinusite crônica e sem alterações olfatórias com 
indicação de correção de desvio de septo serão submetidos à biopsia durante o 
procedimento cirúrgico e repetirão o teste olfatório 1 mês após a cirurgia. 3 - Não há 
desconforto ou risco esperado na realização do teste olfatório e do questionário. Há um 
risco mínimo de sangramento nasal após a biópsia nasal, que será controlado através 
da oximetazolina. Não há indícios de perda adicional do olfato pela biópsia, pois o 
epitélio olfatório possui capacidade de regeneração. 4 - Somente no final do estudo, 
poderemos concluir se há algum benefício para o participante; 5 - Você tem garantido o 
seu direito de não aceitar participar ou de retirar sua permissão, a qualquer momento 
sem nenhum tipo de prejuízo à continuidade de seu atendimento na Instituição.  6 - As 
informações desta pesquisa serão confidenciais, e serão divulgadas apenas em eventos 
ou publicações científicas, não havendo identificação dos voluntários sendo assegurado 
o sigilo sobre sua participação.  7 - Não há despesas pessoais para o participante em 
qualquer fase do estudo. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. Em caso de algum problema relacionado com a pesquisa, você terá direito 
à assistência gratuita que será prestada pelos pesquisadores do estudo.   

Eu, ______________________________________________________, após a 
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar 
com o pesquisador responsável, para esclarecer todas as minhas dúvidas, acredito 
estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participação é 
voluntária e que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades 
ou perda de qualquer benefício. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos 
procedimentos aos quais serei submetido, dos possíveis danos ou riscos deles 
provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar. 
Diante do exposto expresso minha concordância de espontânea vontade em participar 
deste estudo.  

 

____________________________                         _____________________________ 

Assinatura do voluntário                                               Assinatura do responsável pela 
obtenção do TCLE  
  

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 
Esclarecido deste voluntário (ou de seu representante legal) para a participação neste 
estudo.  
  
Dados do Pesquisador: Marco Aurélio Fornazieri 
Rua Farrapos, 70 Telefone: (43) 8813-3812 E-mail: marcofornazieri@gmail.com  

mailto:cep268@uel.br
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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 
cells for spinal cord transplantations and other biologic 
needs [10–12], (c) enhancing the understanding of patho-
logical processes of such diseases as Alzheimer’s and herpes 
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 
OE in vivo [18–20]. Difficulties in obtaining OE biopsies 
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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 

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-µm 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 

Author's personal copy



European Archives of Oto-Rhino-Laryngology	

1 3

Ta
bl

e 
1  

M
et

ho
ds

 o
f c

on
fir

m
at

io
n 

of
 o

lfa
ct

or
y 

ep
ith

el
iu

m
 (O

E)
 p

re
se

nc
e,

 su
cc

es
s r

at
es

 fo
r o

bt
ai

ni
ng

 O
E 

ac
co

rd
in

g 
to

 th
e 

re
gi

on
 b

io
ps

ie
d,

 a
nd

 v
er

ifi
ca

tio
n 

of
 o

lfa
ct

or
y 

fu
nc

tio
n 

m
ai

nt
en

an
ce

 a
fte

r 
th

e 
pr

oc
ed

ur
e 

in
 p

re
vi

ou
s s

tu
di

es
 p

er
fo

rm
in

g 
O

E 
bi

op
si

es

A
ut

ho
r

Ye
ar

Su
bj

ec
ts

 (n
)

A
ge

Te
ch

ni
qu

e
M

et
ho

d 
fo

r c
on

fir
m

at
io

n 
of

 O
E 

pr
es

en
ce

Pe
rc

en
ta

ge
 (r

eg
io

n)
D

ec
re

as
ed

 o
lfa

ct
or

y 
fu

nc
-

tio
n 

af
te

r t
he

 p
ro

ce
du

re
?

Lo
ve

ll 
et

 a
l. 

[2
1]

19
82

Tw
el

ve
 su

bj
ec

ts
. E

ig
ht

 
w

er
e 

pa
tie

nt
s u

nd
er

go
-

in
g 

se
pt

or
hi

no
pl

as
ty

, 
on

e 
ha

d 
a 

to
ta

l 
th

yr
oi

de
ct

om
y 

un
de

r 
ge

ne
ra

l a
ne

st
he

si
a,

 o
ne

 
w

as
 h

yp
os

m
ic

, a
nd

 tw
o 

w
er

e 
no

rm
al

 v
ol

un
te

er
s

N
ot

 re
po

rte
d

Th
e 

he
ad

 o
f t

he
 su

pi
ne

 p
at

ie
nt

 
is

 p
os

iti
on

ed
 so

 th
e 

su
rg

eo
n 

ca
n 

se
e 

th
e 

sp
ac

e 
be

tw
ee

n 
th

e 
na

sa
l s

ep
tu

m
 a

nd
 m

id
-

dl
e 

tu
rb

in
at

e.
 T

he
 in

str
um

en
t 

is
 a

dv
an

ce
d 

th
ro

ug
h 

th
e 

na
ris

 
al

on
g 

th
e 

se
pt

um
 to

 a
 d

ep
th

 o
f 

60
–7

0 
m

m
, w

ith
 th

e 
cu

tti
ng

 e
dg

e 
in

 a
n 

an
te

ro
po

ste
rio

r o
rie

nt
a-

tio
n.

 W
he

n 
th

e 
ol

fa
ct

or
y 

ar
ea

 is
 

re
ac

he
d,

 th
e 

in
str

um
en

t i
s r

ot
at

ed
 

m
ed

ia
lly

, t
he

 c
ut

tin
g 

ed
ge

 is
 

pr
es

se
d 

ag
ai

ns
t t

he
 se

pt
um

, a
nd

 
th

e 
in

str
um

en
t a

nd
 sp

ec
im

en
 a

re
 

ca
re

fu
lly

 w
ith

dr
aw

n

El
ec

tro
n 

m
ic

ro
sc

op
y

N
ot

 re
po

rte
d

N
o 

su
bj

ec
ts

 e
xh

ib
ite

d 
ei

th
er

 su
bj

ec
tiv

e 
or

 
cl

in
ic

al
ly

 d
et

ec
ta

bl
e 

ol
fa

ct
or

y 
de

fic
its

 fo
llo

w
-

in
g 

th
e 

pr
oc

ed
ur

e

M
or

an
 e

t a
l. 

[9
]

19
92

Th
irt

y-
ni

ne
 p

at
ie

nt
s 

w
ith

 c
he

m
os

en
so

ry
 

co
m

pl
ai

nt
s

N
ot

 re
po

rte
d

G
ui

de
d 

by
 e

nd
os

co
py

, u
nd

er
 lo

ca
l 

an
es

th
es

ia
, a

 sm
al

l p
ie

ce
 o

f n
as

al
 

ep
ith

el
iu

m
 (1

 m
m

2 ) w
as

 re
m

ov
ed

 
fro

m
 th

e 
su

pe
rio

r r
eg

io
n 

of
 th

e 
na

sa
l s

ep
tu

m
 (6

–7
 c

m
 in

 d
ep

th
) 

us
in

g 
a 

sp
ec

ia
lly

 m
ad

e 
bi

op
sy

 
in

str
um

en
t

El
ec

tro
n 

m
ic

ro
sc

op
y

59
.5

%
 (s

up
er

io
r s

ep
tu

m
)

N
ot

 re
po

rte
d

Le
op

ol
d 

et
 a

l. 
[2

6]
19

92
Fi

ve
 p

at
ie

nt
s w

ith
 a

 
co

ng
en

ita
l l

ac
k 

of
 

ol
fa

ct
or

y 
ab

ili
ty

14
 to

 5
8 

ye
ar

s (
m

ea
n 

22
)

Si
m

ila
r t

o 
Lo

ve
l (

19
82

)
El

ec
tro

n 
m

ic
ro

sc
op

y
40

%
 (u

pp
er

 se
pt

um
)

–

Ya
m

ag
is

hi
 

et
 a

l. 
[3

6]
19

94
Th

irt
ee

n 
pa

tie
nt

s w
ith

 
ol

fa
ct

or
y 

di
stu

rb
an

ce
s 

af
te

r U
R

I (
6 

w
om

en
 

an
d 

7 
m

en
)

26
 to

 7
2 

ye
ar

s (
m

ea
n 

48
.3

)
Th

e 
ol

fa
ct

or
y 

cl
ef

t w
as

 in
sp

ec
te

d 
w

ith
 a

 m
ic

ro
-e

nd
os

co
pe

 a
nd

 a
 

Ta
ka

ha
ra

’s
 fo

rc
ep

s w
er

e 
in

se
rte

d 
ca

re
fu

lly
 w

ith
ou

t a
ne

st
he

si
a.

 
W

he
n 

th
e 

tip
 re

ac
he

d 
th

e 
te

g-
m

en
, i

t w
as

 p
re

ss
ed

 so
ftl

y 
an

d 
th

e 
fo

rc
ep

s c
lo

se
d

M
or

ph
ol

og
ic

al
 c

rit
er

ia
 

an
d 

im
m

un
oh

ist
o-

ch
em

ist
ry

 (n
eu

ro
n-

sp
ec

ifi
c 

en
ol

as
e 

an
d 

S1
00

)

92
.3

%
 (o

lfa
ct

or
y 

cl
ef

t)
N

ot
 re

po
rte

d

La
nz

a 
et

 a
l. 

[2
7]

19
94

N
in

et
ee

n 
su

bj
ec

ts
. S

ev
en

 
w

er
e 

co
nt

ro
ls

, 8
 h

ad
 

PD
, 3

 A
D

, a
nd

 1
 h

ad
 

Pi
ck

’s
 d

is
ea

se

N
ot

 re
po

rte
d

U
nd

er
 lo

ca
l a

ne
st

he
si

a,
 a

 h
oo

k-
sh

ap
ed

 o
lfa

ct
or

y 
bi

op
sy

 in
str

u-
m

en
t w

as
 b

ro
ug

ht
 e

nd
os

co
pi

-
ca

lly
 to

 th
e 

sk
ul

l b
as

e 
be

tw
ee

n 
th

e 
su

pe
rio

r t
ur

bi
na

te
 a

nd
 n

as
al

 
se

pt
um

. I
t w

as
 tu

rn
ed

 so
 th

at
 it

s 
bi

tin
g 

su
rfa

ce
 fa

ce
d 

th
e 

se
pt

um
 

an
d 

w
as

 th
en

 w
ith

dr
aw

n 
fro

m
 

th
e 

ol
fa

ct
or

y 
cl

ef
t

El
ec

tro
n 

m
ic

ro
sc

op
y 

an
d 

im
m

un
oh

ist
oc

he
m

is
-

try
 (n

eu
ro

n-
sp

ec
ifi

c 
en

ol
as

e 
an

d 
S1

00
)

89
%

 (s
up

er
io

r s
ep

tu
m

)
N

o.
 P

re
se

rv
at

io
n 

of
 u

ni
la

t-
er

al
 a

nd
 b

ila
te

ra
l f

un
c-

tio
n 

us
in

g 
th

e 
U

PS
IT

Author's personal copy



	 European Archives of Oto-Rhino-Laryngology

1 3

Ta
bl

e 
1  

(c
on

tin
ue

d)

A
ut

ho
r

Ye
ar

Su
bj

ec
ts

 (n
)

A
ge

Te
ch

ni
qu

e
M

et
ho

d 
fo

r c
on

fir
m

at
io

n 
of

 O
E 

pr
es

en
ce

Pe
rc

en
ta

ge
 (r

eg
io

n)
D

ec
re

as
ed

 o
lfa

ct
or

y 
fu

nc
-

tio
n 

af
te

r t
he

 p
ro

ce
du

re
?

Fé
ro

n 
et

 a
l. 

[1
8]

19
98

Th
irt

y-
th

re
e 

in
di

-
vi

du
al

s (
24

 m
en

 a
nd

 
9 

w
om

en
). 

Te
n 

ha
d 

na
sa

l a
bn

or
m

al
iti

es
, 

as
 p

ol
yp

s. 
O

th
er

s w
er

e 
un

de
rg

oi
ng

 se
pt

op
la

sty
 

or
 tu

rb
in

ec
to

m
y

21
–7

4 
ye

ar
s

D
ur

in
g 

na
sa

l s
ur

ge
ry

, g
ui

de
d 

by
 

en
do

sc
op

y 
an

d 
un

de
r g

en
er

al
 

an
es

th
es

ia
, w

ith
 th

e 
us

e 
of

 a
n 

et
hm

oi
d 

fo
rc

ep
s, 

hu
m

an
 n

as
al

 
m

uc
os

a 
w

as
 o

bt
ai

ne
d 

fro
m

 th
e 

se
pt

um
, s

up
er

io
r a

nd
 m

id
dl

e 
tu

rb
in

at
es

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n,
 a

nt
i-m

ic
ro

tu
-

bu
le

-a
ss

oc
ia

te
d 

pr
ot

ei
n 

5 
an

d 
an

ti-
be

ta
 tu

bu
lin

 
II

I

76
%

 (p
os

te
rio

r r
eg

io
n 

of
 

th
e 

su
pe

rio
r s

ep
tu

m
) 

an
d 

73
%

 (p
os

te
rio

r 
re

gi
on

 o
f t

he
 su

pe
rio

r 
tu

rb
in

at
e)

N
ot

 re
po

rte
d

Fe
ro

n 
et

 a
l. 

[3
7]

19
99

Te
n 

pa
tie

nt
s w

ith
 

sc
hi

zo
ph

re
ni

a 
(5

 m
en

 
an

d 
5 

w
om

en
) a

nd
 te

n 
co

nt
ro

ls
 (6

 m
en

 a
nd

 4
 

w
om

en
)

20
–4

8 
ye

ar
s

U
nd

er
 lo

ca
l a

ne
st

he
si

a.
 S

im
ila

r t
o 

Fe
ro

n 
et

 a
l. 

(1
98

8)
C

el
l c

ul
tu

re
s a

nd
 im

m
u-

no
hi

sto
ch

em
ist

ry
 w

ith
 

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n 
an

d 
an

ti-
be

ta
 

tu
bu

lin
 II

I

10
0%

 (n
ot

 re
po

rte
d)

N
o.

 N
o 

ch
an

ge
 in

 b
ila

te
ra

l 
U

PS
IT

 sc
or

e 
af

te
r 

bi
op

sy

Le
e 

et
 a

l. 
[2

5]
20

00
Tw

en
ty

-o
ne

 p
at

ie
nt

s (
11

 
m

en
 a

nd
 1

0 
w

om
en

). 
Fi

fte
en

 p
at

ie
nt

s w
er

e 
an

os
m

ic
 a

nd
 si

x 
no

r-
m

os
m

ic

24
–6

1 
ye

ar
s (

m
ea

n 
40

.1
)

U
po

n 
id

en
tifi

ca
tio

n 
of

 th
e 

ol
fa

c-
to

ry
 c

le
ft 

w
ith

 a
 m

ic
ro

sc
op

e 
an

d/
or

 e
nd

os
co

pe
, t

he
 p

re
su

m
pt

iv
e 

ol
fa

ct
or

y 
m

uc
os

a 
of

 th
e 

na
sa

l 
se

pt
um

 a
nd

 su
pe

rio
r t

ur
bi

na
te

 
w

as
 in

ci
se

d 
an

d 
el

ev
at

ed
 w

ith
 

a 
si

ck
le

 k
ni

fe
. T

he
n,

 it
 w

as
 

re
m

ov
ed

 b
y 

sm
al

l B
la

ke
sl

ey
 

fo
rc

ep
s

A
nt

i-m
ic

ro
tu

bu
le

 a
ss

oc
i-

at
ed

 p
ro

te
in

-5
61

%
 (s

up
er

io
r t

ur
bi

na
te

 
an

d 
na

sa
l s

ep
tu

m
)

N
ot

 re
po

rte
d

K
er

n 
[2

8]
20

00
Th

irt
y 

pa
tie

nt
s (

14
 m

en
 

an
d 

16
 w

om
en

) u
nd

er
-

go
in

g 
na

sa
l o

r s
in

us
 

su
rg

er
y

22
–3

9 
ye

ar
s

B
io

ps
ie

s o
f t

he
 o

lfa
ct

or
y 

re
gi

on
 

w
er

e 
ta

ke
n 

al
on

g 
th

e 
up

pe
r s

ep
-

tu
m

, p
os

te
rio

r t
o 

th
e 

he
ad

 o
f t

he
 

m
id

dl
e 

tu
rb

in
at

e.
 T

w
o 

bi
op

si
es

 
w

er
e 

ta
ke

n 
fro

m
 e

ac
h 

si
de

M
or

ph
ol

og
ic

al
 c

rit
er

ia
 

an
d 

in
 c

as
es

 in
 w

hi
ch

 
th

e 
id

en
tit

y 
of

 th
e 

m
uc

os
a 

w
as

 u
nc

le
ar

, 
st

ai
ni

ng
 fo

r t
he

 p
re

s-
en

ce
 o

f o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r p
ro

te
in

 w
as

 
pe

rfo
rm

ed
.

63
.3

%
 (u

pp
er

 se
pt

um
)

N
ot

 re
po

rte
d

Le
op

ol
d 

et
 a

l. 
[2

6]
20

00
Fi

fte
en

 n
or

m
os

m
ic

 
vo

lu
nt

ee
rs

 (6
 w

om
en

 
an

d 
6 

m
en

)

21
–4

8 
ye

ar
s

B
io

ps
y 

sp
ec

im
en

s w
er

e 
ob

ta
in

ed
 

of
 h

ea
lth

y 
pi

nk
 m

uc
os

a 
in

 th
e 

an
te

rio
r a

nd
 su

pe
rio

r n
as

al
 c

av
ity

 
fro

m
 b

ot
h 

th
e 

m
ed

ia
l a

nd
 la

te
ra

l 
w

al
ls

. C
up

pe
d 

fo
rc

ep
s, 

kn
ife

 
in

ci
si

on
s, 

or
 sh

ar
p 

cu
re

tte
s w

er
e 

us
ed

 to
 m

in
im

iz
e 

tis
su

e 
da

m
ag

e

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n 
an

d 
an

ti-
ne

ur
o-

tu
bu

lin

42
%

 (a
nt

er
os

up
er

io
r 

re
gi

on
 o

f t
he

 m
id

dl
e 

tu
rb

in
at

e)
 a

nd
 4

7%
 

(a
nt

er
os

up
er

io
r r

eg
io

n 
of

 th
e 

na
sa

l s
ep

tu
m

)

N
ot

 re
po

rte
d

Author's personal copy



European Archives of Oto-Rhino-Laryngology	

1 3

Ta
bl

e 
1  

(c
on

tin
ue

d)

A
ut

ho
r

Ye
ar

Su
bj

ec
ts

 (n
)

A
ge

Te
ch

ni
qu

e
M

et
ho

d 
fo

r c
on

fir
m

at
io

n 
of

 O
E 

pr
es

en
ce

Pe
rc

en
ta

ge
 (r

eg
io

n)
D

ec
re

as
ed

 o
lfa

ct
or

y 
fu

nc
-

tio
n 

af
te

r t
he

 p
ro

ce
du

re
?

La
ne

 e
t a

l. 
[2

9]
20

02
Fo

ur
 p

at
ie

nt
s u

nd
er

go
-

in
g 

pa
rti

al
 su

pe
rio

r 
tu

rb
in

at
e 

re
se

ct
io

n 
as

 
pa

rt 
of

 a
n 

en
do

sc
op

ic
 

si
nu

s p
ro

ce
du

re
 w

ith
 

se
lf-

re
po

rt 
no

rm
al

 
ol

fa
ct

io
n

N
ot

 re
po

rte
d

Th
e 

re
m

ov
al

 o
f t

he
 in

fe
rio

r p
or

tio
n 

of
 th

e 
su

pe
rio

r t
ur

bi
na

te
 w

as
 

pe
rfo

rm
ed

 w
ith

 fi
ne

 th
ro

ug
h-

cu
t-

tin
g 

et
hm

oi
d 

fo
rc

ep
s t

o 
pr

ov
id

e 
w

id
e 

ex
po

su
re

 o
f t

he
 fa

ce
 o

f t
he

 
sp

he
no

id
 si

nu
s

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n
10

0%
 (s

up
er

io
r t

ur
bi

-
na

te
)

N
on

e 
of

 th
e 

stu
dy

 su
bj

ec
ts

 
re

po
rte

d 
su

bj
ec

tiv
e 

ol
fa

ct
or

y 
dy

sf
un

ct
io

n 
af

te
r s

ur
ge

ry
 o

r d
ur

in
g 

th
e 

6-
to

-8
-m

on
th

 fo
llo

w
-

up
 p

er
io

d,
 a

lth
ou

gh
 n

o 
fo

rm
al

 o
lfa

ct
or

y 
te

sti
ng

 
w

as
 p

er
fo

rm
ed

 p
re

- o
r 

po
sto

pe
ra

tiv
el

y
Sa

y 
et

 a
l. 

[3
0]

20
04

Th
irt

y-
on

e 
pa

tie
nt

s (
17

 
m

en
 a

nd
 1

4 
w

om
en

) 
un

de
rg

oi
ng

 e
nd

os
co

pi
c 

sp
he

no
id

ot
om

y 
fo

r 
ch

ro
ni

c 
rh

in
os

in
us

iti
s

M
ea

n 
46

 y
ea

rs
Th

e 
in

fe
rio

r o
ne

-th
ird

 o
f t

he
 

su
pe

rio
r t

ur
bi

na
te

 w
as

 re
m

ov
ed

 
sh

ar
pl

y 
us

in
g 

sc
is

so
rs

 a
nd

 k
ni

fe
 

cu
ts

 to
 av

oi
d 

tis
su

e 
da

m
ag

e

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n
16

%
 (s

up
er

io
r t

ur
bi

na
te

)
U

ni
la

te
ra

l 1
2-

ite
m

 
C

ro
ss

-C
ul

tu
ra

l S
m

el
l 

Id
en

tifi
ca

tio
n

Te
st 

sh
ow

ed
 th

at
 si

x 
no

str
ils

 (1
2%

) h
ad

 a
 

de
cr

ea
se

 in
 o

lfa
ct

or
y 

ab
ili

ty
 b

y 
m

or
e 

th
an

 
on

e 
od

or
an

t, 
27

 n
os

tri
ls

 
(5

2%
) h

ad
 n

o 
m

or
e 

th
an

 
a 

on
e 

od
or

an
t c

ha
ng

e,
 

an
d 

18
 n

os
tri

ls
 (3

5%
) 

ha
d 

gr
ea

te
r t

ha
n 

on
e 

od
or

an
t i

m
pr

ov
em

en
t

W
in

ste
ad

 
et

 a
l. 

[1
0]

20
05

Fo
rty

-tw
o 

in
di

vi
du

-
al

s (
28

 w
om

en
 a

nd
 

14
 m

en
) u

nd
er

go
in

g 
en

do
sc

op
ic

 si
nu

s 
su

rg
er

y 
fo

r c
hr

on
ic

 
rh

in
os

in
us

iti
s

18
–6

1 
ye

ar
s

A
 0

° e
nd

os
co

pe
 w

as
 u

se
d 

to
 v

is
u-

al
iz

e 
th

e 
pr

es
um

pt
iv

e 
ol

fa
ct

or
y 

ar
ea

. A
ll 

bi
op

si
es

 w
er

e 
pe

r-
fo

rm
ed

 u
nd

er
 g

en
er

al
 a

ne
st

he
si

a.
 

A
 7

0°
 fo

rw
ar

d-
bi

tin
g 

cu
p 

fo
rc

ep
s 

w
as

 u
se

d 
to

 p
er

fo
rm

 th
e 

bi
op

sy
. 

Th
re

e 
bi

op
si

es
, e

ac
h ~

 3 
m

m
2,

 
w

er
e 

pe
rfo

rm
ed

 u
ni

la
te

ra
lly

 fr
om

 
th

e 
do

rs
op

os
te

rio
r n

as
al

 se
pt

um
, 

m
ed

ia
l w

al
l o

f t
he

 su
pe

rio
r 

tu
rb

in
at

e,
 a

nd
 p

os
te

rio
r a

sp
ec

t o
f 

th
e 

m
id

dl
e 

tu
rb

in
at

e

Po
si

tiv
e 

cu
ltu

re
s p

ro
du

c-
in

g 
ol

fa
ct

or
y 

pr
og

en
i-

to
r c

el
ls

50
%

 (p
os

te
ro

su
pe

rio
r 

se
pt

um
 a

nd
 m

ed
ia

l 
w

al
l o

f s
up

er
io

r/m
id

-
dl

e 
tu

rb
in

at
es

)

N
o.

 T
he

 m
ea

n 
po

sto
p-

er
at

iv
e 

bi
la

te
ra

l U
PS

IT
 

sc
or

e 
w

as
 h

ig
he

r t
ha

n 
th

e 
pr

eo
pe

ra
tiv

e 
sc

or
e

Author's personal copy



	 European Archives of Oto-Rhino-Laryngology

1 3

Ta
bl

e 
1  

(c
on

tin
ue

d)

A
ut

ho
r

Ye
ar

Su
bj

ec
ts

 (n
)

A
ge

Te
ch

ni
qu

e
M

et
ho

d 
fo

r c
on

fir
m

at
io

n 
of

 O
E 

pr
es

en
ce

Pe
rc

en
ta

ge
 (r

eg
io

n)
D

ec
re

as
ed

 o
lfa

ct
or

y 
fu

nc
-

tio
n 

af
te

r t
he

 p
ro

ce
du

re
?

H
ol

br
oo

k 
et

 a
l. 

[3
8]

20
05

Tw
en

ty
-s

ev
en

 p
at

ie
nt

s (
8 

m
en

 a
nd

 1
7 

w
om

en
). 

N
in

e 
w

er
e 

hy
po

sm
ic

, 
10

 n
or

m
os

m
ic

, 4
 

w
er

e 
an

os
m

ic
, 3

 w
er

e 
ph

an
to

sm
ic

, a
nd

 1
 w

as
 

an
os

m
ic

/p
ha

nt
os

m
ic

21
–7

7 
ye

ar
s

So
m

e 
sa

m
pl

es
 w

er
e 

ha
rv

es
te

d 
as

 
pa

rt 
of

 a
 p

la
nn

ed
 rh

in
ol

og
ic

 o
r 

si
nu

s p
ro

ce
du

re
 u

nd
er

 g
en

er
al

 
an

es
th

es
ia

. O
th

er
 sa

m
pl

es
 w

er
e 

ob
ta

in
ed

 u
nd

er
 lo

ca
l a

ne
st

he
-

si
a 

in
du

ce
d 

by
 th

e 
ap

pl
ic

at
io

n 
of

 c
oc

ai
ne

-s
oa

ke
d 

pl
ed

ge
ts

. 
Sp

ec
im

en
s w

er
e 

ob
ta

in
ed

 u
si

ng
 

cu
pp

ed
 fo

rc
ep

s, 
kn

ife
 in

ci
si

on
s, 

or
 sh

ar
p 

cu
re

tte
s

A
nt

i-o
lfa

ct
or

y 
m

ar
ke

r 
pr

ot
ei

n 
an

d 
an

ti-
ne

ur
o-

tu
bu

lin

85
.2

%
 (o

lfa
ct

or
y 

re
gi

on
)

N
ot

 re
po

rte
d

K
ac

hr
am

an
o-

gl
ou

 e
t a

l. 
[3

1]

20
13

Fo
ur

ty
-th

re
e 

pa
tie

nt
s (

25
 

m
en

 a
nd

 1
8 

w
om

en
)

18
–8

1 
ye

ar
s m

ea
n 

44
 

(S
D

 1
7)

U
nd

er
 g

en
er

al
 a

ne
st

he
si

a,
 a

 p
or

-
tio

n 
of

 th
e 

m
id

dl
e 

th
ird

 o
f t

he
 

su
pe

rio
r t

ur
bi

na
te

 w
as

 re
se

ct
ed

 
us

in
g 

en
do

sc
op

ic
 m

ic
ro

sc
is

so
rs

A
nt

i-h
um

an
 lo

w
-a

ffi
ni

ty
 

ne
ur

ot
ro

ph
in

 re
ce

pt
or

 
an

d 
an

ti-
S1

00

94
.1

%
 (s

up
er

io
r t

ur
bi

-
na

te
)

N
ot

 re
po

rte
d

A
nd

re
w

s 
et

 a
l. 

[3
2]

20
16

Si
xt

y-
fiv

e 
pa

tie
nt

s 
un

de
rg

oi
ng

 fu
nc

tio
na

l 
en

do
sc

op
ic

 si
nu

s 
su

rg
er

y

M
ea

n 
47

.2
 (S

D
 1

4.
5)

Th
e 

m
id

dl
e 

se
ct

io
n 

of
 th

e 
su

pe
rio

r 
tu

rb
in

at
e 

w
as

 e
xc

is
ed

 th
ro

ug
h 

tw
o 

ho
riz

on
ta

l i
nc

is
io

ns
 fa

sh
-

io
ne

d 
w

ith
 c

ur
ve

d 
en

do
sc

op
ic

 
fo

rc
ep

s a
nd

 c
om

pl
et

ed
 p

os
te

-
rio

rly
. T

he
 m

id
dl

e 
se

ct
io

n 
w

as
 

ex
ci

se
d 

in
 to

ta
l e

ns
ur

in
g 

m
uc

os
a 

an
d 

tu
rb

in
at

e 
bo

ne
 re

m
ai

n 
in

ta
ct

 
an

d 
ge

nt
ly

 re
m

ov
ed

 u
si

ng
 e

nd
o-

sc
op

ic
 fo

rc
ep

s

H
ist

ol
og

ic
al

 a
nd

 c
el

l 
cu

ltu
re

 a
na

ly
si

s
10

0%
 (s

up
er

io
r t

ur
bi

-
na

te
)

N
o.

 T
he

re
 w

as
 n

o 
ch

an
ge

 
in

 b
ila

te
ra

l U
PS

IT
 sc

or
e 

pr
e-

 a
nd

 p
os

t b
io

ps
y.

 
U

ni
la

te
ra

l t
es

t w
as

 n
ot

 
do

ne

H
ol

br
oo

k 
et

 a
l. 

[2
0]

20
16

Fo
ur

te
en

 su
bj

ec
ts

 (7
 

m
en

 a
nd

 7
 w

om
en

). 
Se

ve
n 

su
bj

ec
ts

 h
ad

 
sm

el
l l

os
s r

el
at

ed
 to

 
U

R
I, 

3 
ha

d 
sm

el
l l

os
s 

re
la

te
d 

to
 h

ea
d 

tra
um

a,
 

2 
ha

d 
no

 su
bj

ec
tiv

e 
lo

ss
 a

nd
 te

ste
d 

no
rm

al
, 

an
d 

2 
su

bj
ec

ts
 te

ste
d 

hy
po

sm
ic

22
–6

8 
ye

ar
s (

m
ea

n 
53

.4
)

Fo
ur

 su
bj

ec
ts

 h
ad

 b
io

ps
ie

s i
n 

th
e 

op
er

at
in

g 
ro

om
 (O

R
). 

Th
e 

re
m

ai
ni

ng
 1

0 
un

de
rw

en
t 

bi
op

si
es

 in
 th

e 
cl

in
ic

. B
io

ps
ie

s 
pe

rfo
rm

ed
 in

 th
e 

cl
in

ic
 w

er
e 

ob
ta

in
ed

 fr
om

 su
bj

ec
ts

 w
ith

ou
t 

th
e 

us
e 

of
 se

da
tio

n 
in

 a
n 

up
rig

ht
 

si
tti

ng
 p

os
iti

on
. R

ig
id

 e
nd

os
co

py
 

w
as

 p
er

fo
rm

ed
 u

si
ng

 a
 2

.7
-

m
m

, 0
-d

eg
re

e 
en

do
sc

op
e 

an
d 

af
te

r m
uc

os
al

 in
ci

si
on

, a
 sm

al
l, 

cu
pp

ed
, b

io
ps

y 
fo

rc
ep

s w
as

 u
se

d 
to

 o
bt

ai
n 

sp
ec

im
en

s a
pp

ro
xi

-
m

at
el

y 
2–

3 
m

m
 in

 si
ze

A
nt

i- 
pr

ot
ei

n 
ge

ne
 p

ro
d-

uc
t 9

.5
 a

nd
 a

nt
i-o

lfa
c-

to
ry

 m
ar

ke
r p

ro
te

in

80
%

 o
f t

ho
se

 b
io

ps
ie

d 
in

 
th

e 
cl

in
ic

 (s
up

er
oa

nt
e-

rio
r s

ep
tu

m
 w

ith
in

 th
e 

ol
fa

ct
or

y 
cl

ef
t)

N
ot

 re
po

rte
d

U
PS

IT
 U

ni
ve

rs
ity

 o
f P

en
ns

yl
va

ni
a 

sm
el

l i
de

nt
ifi

ca
tio

n 
te

st,
 P
D

 P
ar

ki
ns

on
’s

 d
is

ea
se

, A
D

 A
lz

he
im

er
’s

 d
is

ea
se

, U
RI

 u
pp

er
 re

sp
ira

to
ry

 in
fe

ct
io

n,
 O
M
P 

an
ti-

ol
fa

ct
or

y-
m

ar
ke

r p
ro

te
in

Author's personal copy



European Archives of Oto-Rhino-Laryngology	

1 3

more minutes. The samples were then rinsed with PBS in 
a PBS bath for 5 min, followed by DAB (diaminobenzidine 
3,3) and 50 µL 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.

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 either bilaterally (pre-biopsy bilateral UPSIT mean 
score: 28.9, 95% CI 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 

Fig. 1   Olfactory mucosal biopsy technique. Left superior turbinate view (a) lower half punch with Takahashi forceps (b) and status post-proce-
dure (c) 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 

the olfactory epithelium, and c shows a negative control from the 
respiratory epithelium at the inferior turbinate (400× magnification; 
scale bar, 50 μm)
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compromised bilateral smell-function for any of the 40 odor-
ants employed on the UPSIT. Moreover, the technique was 

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 

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 53.3 (24.7–81.9) 55.5 (30.1–80.9)
Bubble gum 86.7 (67.2–110) 88.9 (71.8–100)
Menthol 86.7 (67.2–110) 77.8 (56.5–99.1)
Cherry 86.7 (67.2–110) 88.9 (72.8–100)
Motor oil 53.3 (24.7–81.9) 55.6 (30.1–81)
Peppermint 80 (57.1–100) 77.8 (56.6–99.1)
Banana 53.3 (24.7–81.9) 72.2 (49.3–95.1)
Clove 80 (57.1–100) 88.9 (72.8–100)
Leather 46.7 (18.1–75.3) 77.8 (56.6–99.1)
Coconut 66.7 (39.6–93.7) 94.4 (82.7–110)
Onion 93.3 (79–110) 94.4 (82.7–110)
Fruit juice 60 (31.9–88.1) 72.2 (49.3–95.1)
Baby powder 86.7 (67.2–110) 100 (100–100)
Jasmine 73.3 (48–98.7) 77.8 (56.5–99.1)
Cinnamon 60 (31.9–88.1) 88.9 (72.8–100)
Gasoline 20 (− 2.9–42.9) 33.3 (9.2–57.5)
Strawberry 66.7 (39.6–96.7) 88.9 (72.8–100)
Coffee 73.3 (48–98.7) 72.2 (49.3–95.1)
Gingerbread 60 (31.9–88.1) 72.2 (49.3–95.1)
Apple 60 (31.9–88.1) 77.8 (56.5–99.1)
Perfume 80 (57.1–100) 88.9 (72.8–100)
Flower 80 (57.1–100) 83.3 (64.3–100)
Peach 53.3 (24.7–81.9) 77.8 (56.5–99.1)
Tire 73.3 (48–98.7) 83.3 (64.3–100)
Pickles 33.3 (6.3–60.4) 55.6 (30.1–81)
Pineapple 80 (57.1–100) 77.8 (56.5–99.1)
Raspberry 73.7 (47–98.7) 94.4 (82.7–110)
Orange 80 (57.1–100) 77.8 (56. 5–99.1)
Walnuts 46.7 (18.1–75.3) 72.2 (49.3–95.1)
Watermelon 66.7 (39.6–93.7) 88.9 (71.8–100)
Solvent 53.3 (24.7–81.9) 61.1 (36.2–86.1)
Grass 86.7 (67.2–110) 83.3 (64.3–100)
Smoke 73.3 (48–98.7) 66.7 (42.5–90.8)
Wood 53.3 (24.7–81.9) 72.2 (49.3–95.1)
Grape 86.7 (67.2–110) 88.9 (72.8–100)
Garlic 60 (31.9–88.1) 72.2 (49.3–95.1)
Soap 73.3 (48.0–98.7) 55.6 (30.1–81.0)
Natural gas 73.3 (48.0–98.7) 88.9 (72.8–100)
Rose 40 (11.9–68.1) 55.6 (30.1–81)
Peanut 66.7 (39.6–93.7) 66.7 (42.5–90.8)
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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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