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RESUMO GERAL

Testes sensoriais para a avaliagdo da fungao olfatéria de individuos tém sido validados e
utilizados em diagnésticos da populagcido em geral, e em portadores de desordens cerebrais
e pesquisas em neurociéncia em particular. No Brasil, testes para serem utilizados com
seguranca e eficiéncia para a avaliacao da capacidade de identificacao e discriminacao de
odores de individuos ainda nao foram adequadamente desenvolvidos e validados. Assim, os
objetivos da presente pesquisa foram: i) desenvolver, testar e validar testes de identificagéo
e discriminacao de odores para avaliar a funcao olfatéria de individuos brasileiros, ii) avaliar
a potencialidade das metodologias desenvolvidas para uso em pré-diagnéstico clinico de
individuos da terceira idade e pacientes portadores de epilepsia, iii) verificar o desempenho,
em portadores de epilepsia, de uma metodologia ja validada e utilizada mundialmente para
avaliar a capacidade de identificacao de odores de individuos e, iv) avaliar em portadores de
epilepsia, fungcbes que sao processadas por substratos neurais comuns a funcao olfatoria,
neste caso, a capacidade de reconhecimento de emocao facial e vocal. Para o teste de
identificacdo de odores, foi desenvolvido um instrumento intitulado “Pastilhas de Odor”
contendo em pastilhas individuais, 36 odores familiares aos brasileiros. Os odores foram
caracterizados quanto a intensidade, aceitagdo, pungéncia, refrescancia e familiaridade,
sendo considerados adequados para comporem um teste de avaliagdo da fungao olfatoria. A
identificagdo dos odores de “Pastilhas de Odor” foi realizada através de um teste de multipla
escolha contendo quatro alternativas, das quais apenas uma é a correta. Para o
desenvolvimento do teste de discriminagdo de odores, 24 volateis odoriferos puros (P.A.),
associados a 6 diferentes categorias de odor - doce, verde, frutal, citrico, floral e
desagradavel - foram selecionados e diluidos em propilenoglicol. Com essas amostras, 36
testes de comparagao pareada foram construidos, onde em cada categoria de odor, uma
amostra alvo foi selecionada para ser comparada com as demais da mesma categoria. O
desempenho de cada individuo neste teste € analisado utilizando-se a teoria “signal-
detection”, através dos seguintes parametros: taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes
(FR), poder discriminativo (d'L) e vicio de resposta (CL). Os dois testes desenvolvidos -
“Pastilhas de Odor” e teste de discriminagao - foram validados com a participagao de trés
grupos de individuos: grupo controle, grupo da terceira idade e grupo de individuos
portadores de epilepsia do lobo temporal (ELT). A capacidade de identificagdo de odores, de
pacientes norte-americanos portadores de ELT foi também avaliada, utilizando-se com esse
fim, o teste ja validado, denominado “University of Pennsylvania Smell Identification Test”
(UPSIT), o qual consiste em um teste de multipla escolha, composto por 40 estimulos
odoriferos microencapsulados. Adicionalmente, avaliou-se nesses pacientes, a capacidade
de reconhecimento de emogao facial e vocal, utilizando-se uma nova ferramenta intitulada
“Comprehensive Affect Testing System” (CATS). Com relagao a capacidade de identificagdo
de odores dos individuos brasileiros, os resultados obtidos através do teste “Pastilhas de
Odor” revelaram significancia estatistica tanto para o efeito “sexo” (p=0,0003), como para o
efeito “idade” (p<0,001). O teste também permitiu identificar que os portadores de ELT, sem
cirurgia e apds resseccdo do lobo temporal, apresentavam menor capacidade de
identificacdo de odores comparativamente ao grupo controle (p< 0,05); este mesmo
resultado foi observado ao aplicar o UPSIT em portadores de ELT norte-americanos, antes e
apds os mesmos terem sido submetidos a mencionada cirurgia. O teste “Pastilhas de Odor”
mostrou ser de facil manuseio e aplicagdo em individuos adultos, apresentou alto coeficiente
de confiabilidade no teste-reteste (r=0,87, p<0,001) e suas pastilhas apresentaram boa
estabilidade ao armazenamento durante 3 meses. Por sua vez, os dados obtidos através do
teste de discriminacdo de odores identificaram que tanto o grupo da terceira idade como o
dos portadores de ELT apresentaram poder discriminativo e taxa de acertos inferiores
(p<0.05) aos individuos do grupo controle. Os resultados obtidos pela aplicacdo do teste
CATS em individuos norte-americanos, revelaram que pacientes ELT tanto pré- como pés-
cirirgicos apresentaram menor reconhecimento de emogado facial e vocal quando
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comparados com o grupo controle, principalmente para as emocoées negativas. O fato dos
testes “Pastilhas de Odor” e de discriminacdo de odores desenvolvidos na presente
pesquisa terem detectado deficiéncia olfatéria nos individuos brasileiros da terceira idade e
portadores de epilepsia, constréi validade para a utilizagdo dos mesmos em diagndsticos
clinicos associados a essas populacoes.
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ABSTRACT

Sensory tests to evaluate olfactory function have been validated and used in the diagnosis of
subjects, mainly in brain disorders patients, and in the neuroscience research. In Brazil,
reliable tests of odor discrimination and identification have not been appropriately developed
and validated. The aims of the present study were: i) to develop, test and validate odor
discrimination and identification tests to assess olfactory function of Brazilian population; ii) to
evaluate the methodologies performance in the diagnosis of elderly subjects and epilepsy
patients. For odor identification test, the developed instrument was entitled “Odor Tablets”,
with 36 different odors familiar to Brazilians; to verify the performance in patients with
epilepsy, a methodology previously validated and used worldwide to evaluate the ability to
identify odors of individuals, and iv) to evaluate in patients with epilepsy, functions that are
processed by common neural substrates for olfactory function, in this case, the ability of
recognition of voice and facial emotion. Odors were rated as to their intensity, pleasantness,
pungency, coolness and familiarity and they were considered suitable for composing a test to
assess olfactory function. “Odor Tablets” proceeded through multiple-choice test with four
alternatives which only one was correct. For the development of odor discrimination test, 24
pure odorants, associated with six different odor categories — sweet, green, fruity, citric, floral
and unpleasant - were selected and diluted in propylene glycol. With these samples, 36
paired comparison tests were constructed, where in each odor category, a target sample was
selected to be compared with the others in the same category. The participant’s performance
in the odor discrimination test was analyzed using the “signal-detection” theory through the
following parameters: hit rate (HR), false-alarm rate (FR), discrimination measurement (d ')
and bias response (C.). Both tests, “Odor Tablets” and odor discrimination test, were
validated with three groups of subjects: control group, elderly group and temporal lobe
epilepsy patients group (TLE). The ability to identify odors from North American TLE patients
was also measured, using for this purpose, the validated test "University of Pennsylvania
Smell Identification Test" (UPSIT), a multiple choice test consisting of 40 microencapsulated
odor stimuli. In addition, the ability of recognition of voice and facial emotion of TLE patients
were evaluated using a new tool entitled "Comprehensive Affect Testing System" (CATS).
For the subject’s ability to identify odors, there were significant differences for gender
(p=0.0003) and age (p<0.001). Also, for this test, the results showed that pre- and post-
surgery epilepsy patients presented lower performance than the control group (p< 0.05); This
same result was observed when applying the UPSIT in American TLE patients before and
after surgery. “Odor Tablets” proved to be easy to administer in adult subjects, showed a
high coefficient of the test-retest reliability (r = 0.87, p<0.001), and the tablets presented a
storage stability for 3 months. The discrimination test results showed that elderly and
epilepsy patient groups presented lower performance in the discrimination measurement and
hit rate parameters than the control group. The results obtained using the CATS test in
American TLE patients revealed that both pre-and post-surgery showed deficits in the facial
and vocal emotions when compared with the control group, especially for negative emotions.
The fact that the “Odor Tablets” and the discrimination odor test developed in the present
study had detected olfactory dysfunction in elderly subjects and epilepsy patients, provides
their validity for use in the diagnoses of these population.
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INTRODUCAO GERAL

O olfato é fundamental para a qualidade de vida e segurancga dos individuos, pois é
responsavel pela percepcao do aroma e sabor de alimentos e bebidas e funciona como um
sistema de alerta diante de produtos que podem ser prejudiciais a saude (Rolls, 1997;

Nordin et al., 2000; Mattes, 2003; Doty, 2009).

A perda ou diminuicao do sentido do olfato é uma incidéncia comum na populagao
em geral e ocorre devido a varios fatores, dentre eles, o envelhecimento do ser humano
(Doty et al., 1984; Wang et al., 2005; Rawson, 2006; Larsson et al., 2009), a obstru¢do das
vias nasais, danos no neuroepitélio olfatério e em estruturas olfatérias centrais e/ou
conexodes (Deems et al., 1991; Victor et al, 2001; Doty & Deems, 2001; Wrobel & Leopold,
2004; Kovacs, 2004; Doty, 2005), entre outros. Desordens cerebrais, como doenca de
Parkinson, esclerose miltipla, esquizofrenia, sindrome de Kallmann, entre outras, estéo
também associadas a disfungéo olfatéria (Doty et al., 1997; Mesholam et al., 1998; Moberg

et al., 1999; Doty & Deems, 2001; Kovacs, 2004).

A epilepsia, condicao neuroldgica grave de maior prevaléncia no mundo (Min &
Sander, 2003), encontra-se entre as desordens cerebrais com impacto na fungao olfatéria.
Ela promove deficiéncias na capacidade de discriminacao, identificacdo e memoria dos
individuos para odores (Eskenazi et al., 1986; Carrol et al., 1993; West & Doty, 1995; Savic
et al., 1997; Kohler et al., 2001; Hudry et al., 2003). Assim, testes olfatérios cientificamente
validados tém sido utilizados para identificar e lateralizar regides epileptogénicas de origem
no lobo temporal (Savic et al., 1997; Doty, 2008), funcionando como ferramentas auxiliares

no diagnéstico e pesquisas na area de neurociéncia.

Dentre os testes sensoriais mais utilizados para avaliar a funcdo olfatéria dos

individuos, incluindo os portadores de epilepsia, encontram-se os testes de identificacio e
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de discriminagao de odores. O primeiro avalia a habilidade do individuo para perceber e
atribuir o correto nome a uma série de odores apresentados (Martzke et al., 1997) enquanto
0 segundo requer que o individuo, apds cheirar dois odores, identifique se eles sao iguais ou

diferentes (Zatorre & Jones Gotman, 1991; Kobal et al., 2000).

No mundo, o teste mais utilizado para determinar a capacidade de identificacdo de
odores dos individuos é o teste desenvolvido e patenteado pela Universidade da
Pensilvania, conhecido como “University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT)”
(Doty et al., 1984). O UPSIT apresenta nivel de confiabilidade adequado nos EUA (0,90 —
0,95) (Doty et al., 1984; Doty et al., 1985; Doty et al., 1995), pais onde foi inicialmente
validado (Doty et al., 1984). No entanto, varios odores empregados no UPSIT nao sao
familiares a individuos de diferentes culturas. Por isso, para a Europa Central,
pesquisadores como Kobal et al., (1996), Hummel et al., (1997) e Kobal et al., (2000),
desenvolveram o que eles denominaram “bastao de cheirar” (sniffin’ sticks). Trata-se de um
bastao similar a uma caneta hidrocor que, ao invés de tinta, € quantitativamente preenchida
com uma esséncia odorifera. Em outro teste alternativo de identificacdo de odores,
Hashimoto et al., (2006), apresentam as substancias odoriferas em batons, denominados

“odor sticks”.

No Brasil, testes sensoriais para identificar perda olfatéria dos individuos, como
testes de identificacdo e/ou discriminagdo de odores, ainda ndo foram adequadamente
desenvolvidos e validados. Esta é uma dificuldade adicional a ser transposta por nossos
pesquisadores que tentam relacionar funcdo olfatéria com desordens cerebrais. O
desenvolvimento e validagdo dessas metodologias se fazem necessario porque elas séo
ferramentas auxiliares valiosas tanto em diagnésticos de doencas cerebrais, como em

pesquisas no campo da neurociéncia.



Capitulo 1. O SISTEMA OLFATORIO: FISIOLOGIA, PATOLOGIAS E METODOS DE

AVALIACAO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Anatomia e fisiologia do sistema olfatoério

Em individuos adultos, trés sistemas neurais relacionam-se ao olfato: o sistema
olfatério (nervo craniano | - nervo olfatério), o sistema trigeminal (nervo craniano V — nervo
trigeminal) e o sistema do nervo terminal (nervo craniano 0 — nervo terminal). O nervo
craniano | é responsavel pela mediagdo do odor propriamente dito e pelas sensacées de
sabor, ja o nervo craniano V pelas sensacdes somatossensoriais como irritacdo, ardor e
refrescancia. Quanto ao nervo craniano 0, sua funcdo ainda nao é conhecida em seres
humanos, mas sabe-se que em algumas espécies esta relacionado a reproducao (Doty et

al., 1978; Doty, 2001; Doty & Deems 2001; Doty & Mishra 2001).

O sistema olfatério apresenta aproximadamente 6 milhées de células receptoras
bipolares, sendo estas neurénios dos quais os corpos celulares, dendritos e porgdes iniciais
de axbnio encontram-se no neuroepitélio olfatério, localizados nas partes superiores e
posteriores da cavidade nasal, mais especificamente na altura da lamina crivosa do 0sso
etmoide, cobrindo a placa cribriforme, concha nasal superior e porcao superior do septo
nasal (Moran et al.,, 1982; Paik et al., 1992; Victor et a.l, 2001). Leopold et al., (2000)
realizou estudos de eletro-olfatografia e constatou que o neuroepitélio olfatério apresenta

uma maior distribuicao, se estendendo na inser¢ao anterior das conchas nasais mediais.

As células receptoras apresentam uma caracteristica Unica que é a capacidade de
se regenerarem. Além disso, cada célula receptora expressa somente um tipo de receptor

olfatério, mas responde para uma variedade de odores, ou seja, diferentes odores podem
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ativar o mesmo receptor. No entanto, um determinado receptor, ndo responde para todos os

estimulos o qual outro receptor responde (Johnson & Leon, 2007).

O neuroepitélio olfatério também apresenta células de suporte ou sustentagdo que
isolam fisicamente as células receptoras umas das outras, secretam mucopolissacarideos,
degradam odorantes protegendo o epitélio de danos causados por agentes externos e
transportam algumas moléculas sobre o epitélio. No entanto, a maior parte do muco que
cobre a superficie do epitélio olfatério origina-se das glandulas de Bowman, glandulas
especializadas encontradas somente no epitélio olfatério (Moran et al., 1982; Doty, 2001;
Menco & Morrison, 2003). Células basais estdo localizadas na membrana da mucosa
olfatéria, entre as células de suporte e axénios de neurdnios olfatérios. As células basais
podem ser subdivididas em células basais horizontais e globosas, sendo que as globosas
sao muito importantes na regeneracao e diferenciacdo de neurdnios olfatérios (Jang et al.,
2003). Outro tipo de células encontradas no epitélio olfatério sdo as células microvilares

(Moran et al., 1982; Doty, 2001).

As moléculas de odor quando inaladas sdo detectadas na cavidade nasal pelas
células receptoras bipolares que estdo localizadas no neuroepitélio olfatério. As células
receptoras apresentam em sua parte apical, nas terminagdes dendriticas, os cilios olfatoérios,
sendo que estes se estendem na camada mucosa cobrindo o neuroepitélio e representam o
local da transducao sensorial. Nos cilios olfatérios encontram-se as proteinas receptoras de

odor, denominadas proteinas-G (Jones & Reed, 1989; Victor et al., 2001).

A etapa inicial da transducao olfatéria € a migracao dos odores provenientes do ar
que estdo na cavidade nasal para a fase aquosa do muco olfatério. Os odores entao
difundem ou sao transportados através do meio aquoso para proteinas receptoras dos cilios,

induzindo potenciais de acdo nas células receptoras (Pevsner & Snyder, 1990). Cada
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receptor de odor ativa primeiramente uma proteina G, a qual é acoplado. A proteina G ativa
a enzima adenil ciclase que converte ATP em AMP ciclico e ativa um canal ibnico o qual se
abre permitindo a entrada de ions sédio e calcio, dando inicio assim a um potencial de acéo

ativando a célula (Jones & Reed, 1989; Lowe et al., 1989).

Os axonios das células receptoras, que sdo emitidos através da membrana basal
do neuroepitélio olfatério, projetam-se através da placa cribriforme do osso etmoide e ocorre
sinapse no glomérulo (camada glomerular) do bulbo olfatério. Nos glomérulos estdo as
células mitrais e tufosas, principais neurbnios do bulbo olfatério, que apresentam
terminacdes dendriticas responsaveis pela sinapse com as células receptoras. Os axénios
das células mitrais e tufosas se unem para formar o trato olfatério lateral, enviando assim os
sinais do odor para o Sistema Nervoso Central, onde serdo processados (Figura 1.1) (Jones

& Reed, 1989; Cullen & Leopold, 1999; Doty & Deems, 2001).

olfactory hulb olfactory nerve

genzory cells

Sl B, g san epithelial cellz
Bogad @ o " "
rolatile molecules

Figura 1.1: Estruturas relacionadas ao mecanismo de transdugdo do sistema olfatério
(Boyle et al.,1999)
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Assim, os axdnios das células mitrais e tufosas deixam o bulbo olfatério via trato
olfatério lateral para realizar sinapse em estruturas do cortex olfatério primario, incluindo o
ndcleo olfatério anterior, cortex piriforme, ndcleo cortical anterior da amigdala, complexo
periamigdaldide e o cortex entorrinal rostral. Os componentes do cértex olfatério relacionam-
se uns com 0s outros e com varias estruturas cerebrais superiores, como estruturas do
sistema limbico, amigdala e hipocampo e com o cértex frontal e orbitofrontal (Figura 1.2)

(Brunjes et al., 2005; Doty, 2009).

Motor cortes

Thalamus

Okaciory
bulb Brain stem

Entorhinal

Receptats G0 e

Limbic spstem

Figura 1.2: Localizacdo de estruturas cerebrais relacionadas ao processamento olfatério
(Fischer, 1999).

Em geral, o cortex piriforme estd associado com a memoria e aprendizado de
odores, assim como na correlacao entre informagdes dos sentidos do olfato, visdo e gosto.
A amigdala, cortex orbitofrontal e frontal relacionam-se com a hedonicidade dos odores
agradaveis e desagradaveis. O cortex entorrinal e hipocampo ao aprendizado e memoria e o
coértex orbitofrontal a deteccdo de odores, memoria de trabalho, aprendizado e meméria de

reconhecimento de odores de curto e longo termo (Gottfried et al, 2002).



1.2 Disfuncoes do sistema olfatério
Disfungbes olfatérias sdo comuns na populagcdo em geral e ocorrem em
aproximadamente 50% da populacdo com idade entre 65 e 80 anos e em 75% dos

individuos com idade superior a 80 anos (Doty et al., 1984; Ship & Weiffenbach, 1993).

De um modo geral, as disfungdes olfatérias podem ser totais (anosmia), reduzidas
(hiposmia) ou apresentarem alteracbes na percepgdo do odor, incluindo a fantosmia,
quando ocorre percepcdo do odor sem estimulos presentes, a parosmia, quando a
percepcao de um odor é alterada na presenga de um estimulo e cacosmia, quando ocorre a

percepcgao de odores desagradaveis (Wrobel & Leopold, 2004).

A anosmia e hiponosmia podem ocorrer devido ao envelhecimento normal do ser
humano ou a uma das seguintes condi¢des: i) obstrucdo das vias nasais, no qual os
odorantes ndo atingem os receptores olfatérios; ii) danos no neuroepitélio olfatorio,
decorrente na destruicdo de receptores ou dos filamentos dos axdnios; e, iii) danos em
estruturas olfatérias centrais e/ou conexdes (Victor et al., 2001; Doty & Deems, 2001; Doty,

2005).

Diversos fatores podem ocasionar diminuicdo na funcdo olfatéria. Infeccbes
respiratérias superiores, traumatismo craniano, e desordens nos seios nasal e paranasal
representam dois tercos dos casos de anosmia e hiponosmia (Deems et al., 1991). Outras
causas incluem intervencbes iatrogénicas, neoplasmas intranasais, tumores ou lesbes
intracranianas, desordens neurodegenerativas, agentes toxicos, cigarro, desordens
psiquiatricas e desordens endocrinas e metabdlicas (Doty & Deems, 2001; Wrobel &
Leopold, 2004; Doty, 2005). O género dos individuos também influencia na funcao olfatéria,
sendo que as mulheres apresentam geralmente melhor desempenho do que os homens

(Doty et al., 1984; Brand & Millot, 2001; Choudhury et al., 2003).
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A disfuncao olfatéria estd também associada a diversas desordens cerebrais,
incluindo doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose multipla, esquizofrenia,
sindrome de Kallmann, epilepsia, entre outras (West & Doty, 1995; Doty et al.,, 1997;

Mesholam et al., 1998; Moberg et al., 1999; Doty & Deems, 2001; Kovacs, 2004).

Dentre as desordens cerebrais que apresentam disfungéo olfatéria, na doenca de
Alzheimer e de Parkinson a deficiéncia est4 associada com a diminuicdo da ativagdo de
estruturas centrais do processamento do odor e esta presente em 85 a 90% dos pacientes
em estagio inicial da doenga (Doty et al., 1992). Na doenga de Alzheimer, regides cerebrais
do sistema limbico que recebem as projecoes das células mitrais e tufosas do bulbo olfatério
apresentam elevadas concentracbes de emaranhados neurofibrilares e placas senis,
contribuindo assim com a perda do olfato. (Reys et al., 1993; Kovacs, 2004). Na doenca de
Parkinson, a disfuncio olfatéria pode estar relacionada com o fato de que nucleos
especificos da amigdala sdo diferencialmente danificados nessa patologia (Harding et al.,
2002). Os nucleos corticais, que sado as principais conexdes com regides olfatérias
cerebrais, apresentam perdas neuronais severas e atrofia com proeminente formacéao de

corpo de Lewy (Sims & Williams, 1990).

Outra patologia associada com disfuncao olfatéria & a esquizofrenia, devido ao fato
dos bulbos e tratos olfatérios apresentarem um tamanho menor do que o normal, além das
disfungdes em substratos neurais do sistema limbico (Moberg et al., 1997; Turetsky et al.,

2000; Kohler et al., 2001).

Na epilepsia, deficiéncias olfatorias ocorrem porque o sistema limbico, localizado no
lobo temporal, abriga estruturas que processam sinais gerados por estimulos olfatérios que

estdo alteradas. Dentre essas estruturas, citam-se principalmente a amigdala, coértex



piriforme, cortex entorrinal e hipocampo (West & Doty,1995; Kohler et al., 2001; e Grant,

2005).

1.3 Testes para avaliagao da funcao olfatéria

Os testes modernos de avaliagdo da fungao olfatéria sao divididos em trés classes:
testes eletrofisiolégicos, testes psicofisioldgicos e testes psicofisicos. Os testes
eletrofisiolégicos sao aqueles em que uma influéncia do estimulo no organismo é medida
por mudangas elétricas na regido olfatéria ou cerebral. Exemplos desses testes séo o eletro
olfatograma e o potencial evocado cognitivo. Os testes psicofisiolégicos dependem de
alteracoes relacionadas ao estimulo com mensuragdes controladas pelo sistema nervoso
autbnomo. Como exemplo, mudangas na pressdo sanguinea, batimentos cardiacos,
respiracao, entre outros. Nos testes psicofisicos os estimulos sdo apresentados ao individuo
e solicita-se que ele relate algumas informagdes sobre a sua percepgao. Testes de limiar de
deteccéo, discriminacao, identificagdo e memdéria de odores sao uns dos exemplos de testes

psicofisicos (Doty & Laing, 2003; Kobal, 2003; Doty, 2006).

Os testes psicofisicos sdo os mais utilizados na clinica médica para avaliagdo da
funcado olfatéria por ndo necessitarem de equipamentos complexos e apresentarem testes
validados e confiaveis de facil aplicagdo. Em geral, os testes psicofisicos podem ser
subdivididos em duas classes: threshold e suprathreshold (Doty & Laing, 2003; Kobal, 2003;

Doty, 2006).

1.3.1 Testes psicofisicos

1.3.1.1 Testes threshold
Os testes threshold, ou seja, testes de limiar, sdo utilizados para estimar a menor

concentracdo de um estimulo que pode ser detectada (limiar de detecgao), reconhecida
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(limiar de reconhecimento) ou diferenciada de outra concentragédo do mesmo estimulo (limiar

de diferenciacao) (Meilgaard et al., 1999; Doty, 2006).

Os testes de limiares de detecgdo sdo os mais utilizados para avaliar a acuidade
olfatéria dos individuos em estudos sobre a fungao olfatéria humana e sua inter-relagdo com
disfungdes cerebrais, uma vez que a avaliagdo da acuidade olfatéria é de fundamental
importancia para avaliar se o sistema olfatério encontra-se integro, validando assim estudos
subsequentes de natureza fisiolégica-cerebral e cognitiva sobre o individuo (Martzke et al.,

1997).

Dentre os diversos métodos de limiar de deteccao disponiveis na literatura
cientifica, os mais utilizados sdo o método ascendente de limites e o método “single
staircase” (Wrobel & Leopold, 2004; Doty & Laing, 2003). Nessas metodologias, estimulos
quimicos puros como o alcool fenil etilico e n-butanol sao apresentados ao individuo em
diferentes concentracbes. Nos testes, dois frascos sdo apresentados ao individuo, um
contendo o estimulo em determinada concentragdo, comegando com a menor concentragao,
e outro contendo apenas o diluente. Assim, solicita-se que o individuo identifique qual frasco
contem o estimulo quimico (Cain et al., 1983; Cain et al., 1989; Doty et al, 1995; Kobal et

al., 2000).

No método ascendente de limites o individuo avalia determinado nivel de
concentracdo uma Unica vez; se a identificagdo for incorreta, a proxima concentragao
superior é avaliada; quando o individuo apresenta uma resposta correta, a mesma
concentracdo do estimulo é apresentada numa série de cinco repeticbes e se todas as
respostas forem corretas determina-se o limiar de deteccao (Cain, 1989). No método “single
staircase” para cada nivel de concentragao, o individuo avalia cinco repeti¢des. Se uma ou

mais respostas incorretas sdo dadas pelo individuo nas cinco repeticdes, a concentracao
10



imediatamente superior na série ‘“staircase” é similarmente testada. A concentragdao da
substancia odorifera é aumentada em escala logaritmica até ocorrer a detecgao correta nas
cinco repeticbes consecutivas da concentracdo apresentada. Quando o individuo fornece
respostas corretas nas cinco repeticbes de um dado nivel de concentracao, a “staircase” é
invertida; movendo-se para cima e para baixo em acréscimos ou decréscimos logaritmicos
de 1,0, dependendo do desempenho do individuo nos dois testes de concentragoes
subjacentes. A média geométrica dos primeiros quatro pontos da “staircase” onde a inversao
iniciou-se, é utilizada como a medida referente ao limiar de deteccao do individuo (Doty et

al., 1995).

1.3.1.2 Testes suprathreshold

Nesses testes, estimulos claramente perceptiveis sdo utilizados. Os individuos sao
solicitados a identificar, reconhecer, discriminar, lembrar ou mensurar os estimulos. Os
testes mais utilizados para avaliar a funcdo olfatéria sdo os de identificacdo, discriminacao e

memoéria de odores (Doty & Laing, 2003; Doty, 2006).

1.3.1.2.1 Teste de identificacao de odores

Avalia a habilidade do individuo para perceber e atribuir o correto nome aos odores
apresentados (Martzke et al., 1997). O teste de identificagdo de multipla escolha, onde o
individuo identifica o estimulo a partir de uma lista contendo quatro termos descritores é o

procedimento mais sensivel e utilizado (Kobal et al., 2000; Eibeinstein et al., 2005).

O teste mais utilizado para se determinar a capacidade de identificacao de odores
dos individuos é o teste desenvolvido e patenteado pela Universidade da Pensilvania,
conhecido como “University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT)” (Doty et al.,
1984). Trata-se de um teste de mdltipla escolha, em que os estimulos estdo contidos em

microcapsulas fixadas em tiras de papel. Os individuos sao solicitados a rasparem as tiras e
11



identificarem o odor liberado escolhendo uma entre quatro alternativas de nomes

apresentadas.

Outros testes também desenvolvidos e utilizados para avaliagdo da fungao olfatéria
de individuos sao o “Sniffin’ Sticks” desenvolvido por Kobal et al., (1996) em que trata-se de
um bastdo similar a uma caneta hidrocor que, ao invés de tinta, € quantitativamente
preenchida com uma esséncia odorifera e o0 “Odor Sticks” desenvolvido por Hashimoto et
al., (2004) para ser utilizada em testes olfatérios de identificagdo no Japao, através do qual,

as substancias odoriferas sdo alocadas em batons.

1.3.1.2.2 Teste de discriminacao de odores

Avalia a habilidade do individuo para discriminar odores. Este teste requer que o
individuo avalie se dois odores sao iguais ou diferentes (Zatorre & Jones Gotman, 1991;
Kobal et al., 2000). Diversos pares de amostras apresentando odores iguais ou diferentes
sao submetidos a avaliacao do individuo, e sua capacidade de discriminacao é calculada de
acordo com a proporcdo de pares de amostras que sdo corretamente identificadas como
possuindo odores iguais ou diferentes (Potter & Butters, 1980; Zatorre & Jones Gotman,
1991). Os resultados também podem ser avaliados utilizando a teoria “signal detection”,

considerando-se as identificages corretas e os alarmes falsos (Hudry et al., 2003).

Para tanto, um teste triangular é utilizado, onde trés amostras sdo apresentadas:
duas contendo o mesmo odor, e uma apresentando odor diferente. O individuo é solicitado a
identificar a amostra diferente (Kobal et al, 2000). Uma outra metodologia utilizada é a
avaliagdo de pares de odores de acordo com a similaridade e diferenga (Parola & Libertini,

1999; Zatorre & Jones Gotman, 1991; Dade et al., 2002; Hudry et al., 2003).
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1.3.2. Teste de memoria odorifera

Neste teste, inicialmente, o individuo é solicitado a avaliar através do olfato, uma
série de até 10 estimulos odoriferos. Decorrido um tempo, rigidamente definido de acordo
com os objetivos do pesquisador, uma nova série contendo até 20 odores é apresentada ao
individuo. Este é informado que na nova série havera odores iguais e odores diferentes
daqueles avaliados na primeira série. O individuo é entao solicitado a identificar, na segunda
série, todos os odores que lhe foram apresentados na primeira série. O tempo decorrido
entre a primeira e a segunda série de odores pode variar entre alguns segundos (Hudry et
al., 2003), alguns minutos (Carrol et al., 1993; Jones-Gotman & Zatorre 1993; Martinez et al.,
1993; Dade et al., 2002) e até algumas horas, em funcdo do tipo de meméria que se
pretende avaliar. O tempo decorrido pode também variar até mais que 24 horas (Jones-
Gotman & Zatorre, 1993; Dade et al., 2002), como ocorre na avaliagdo da memoria de longo

termo.

1.4 CONCLUSAO

O sistema olfatério apresenta anatomia e fisiologia complexas ainda nao totalmente
elucidadas, sendo de fundamental importancia o seu entendimento, pois além de estar
intimamente interligado a qualidade de vida dos individuos, a sua disfungdo pode estar
relacionada a desordens cerebrais como doenca de Alzheimer, Parkinson e epilepsia.
Assim, a avaliacdo da fungao olfatéria pode ser uma ferramenta importante para auxiliar no
diagnéstico dessas patologias. Atualmente existem diversos métodos validados para a
avaliagdo da fungéo olfatéria de individuos, mas ainda é necessario o desenvolvimento de
um maior niumero de métodos de avaliacdo para que estes sejam adequados a populacao

em estudo e apresentem assim resultados confiaveis.
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Capitulo 2. TESTE DE IDENTIFICAGAO DE ODORES PARA AVALIACAO DA FUNGCAO
OLFATORIA DE BRASILEIROS: DESENVOLVIMENTO, CONFIABILIDADE E

VALIDACAO

RESUMO

No presente estudo, um teste para avaliacdo da capacidade de identificacdo de odores de
individuos brasileiros foi desenvolvido, testado e validado. O instrumento desenvolvido foi
intitulado “Pastilhas de Odor” e contem em pastilhas individuais, 36 odores familiares aos
brasileiros. Os odores, pertencentes a diferentes categorias odoriferas, foram caracterizados
quanto a intensidade, aceitagdo, pungéncia, refrescancia e familiaridade, sendo
considerados adequados para comporem o teste “Pastilhas de Odor’. Quando um grupo
controle apresentando fungao olfatéria normal, um grupo da terceira idade e portadores de
epilepsia do lobo temporal avaliaram os 36 odores, identificando-os através de teste de
multipla escolha contendo quatro alternativas, verificou-se significancia estatistica tanto com
relacdo ao efeito “sexo” dentro do grupo controle (p=0,0003), como do efeito “idade”
(p<0,001) na capacidade de identificagdo de odores dos individuos. Com o teste “Pastilhas
de Odor” foi possivel detectar a superioridade das mulheres na identificacdo de odores e a
diminuigdo da fungéo olfatéria com o aumento da idade dos individuos. Os portadores de
epilepsia, sem cirurgia e apds ressecgao do lobo temporal apresentaram menor capacidade
de identificacdo de odores comparativamente ao grupo controle (p< 0,05). O fato do teste
“Pastilhas de Odor” ter detectado deficiéncia olfatéria nos individuos da terceira idade e
portadores de epilepsia constréi validade para sua utilizagdo em diagnésticos clinicos
associados a essas populagdes. Adicionalmente, o teste apresentou alto coeficiente de
confiabilidade no teste-reteste (r=0,87, p<0,001) e as pastilhas apresentaram boa
estabilidade ao armazenamento durante 3 meses. “Pastilhas de Odor” apresentou-se como

um teste de facil manuseio e aplicagdo em individuos adultos.
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Palavras-chave: Olfato, teste de identificagdo de odores, disfuncdo olfatoria, terceira idade,

epilepsia

2.1 INTRODUCAO

O olfato é fundamental para a percepcao do aroma e sabor de alimentos e bebidas,
apresentando impacto sobre o apetite, consumo alimentar e estado nutricional dos
individuos (Rolls, 1997; Nordin et al., 2000; Mattes, 2003). Ele funciona também como
sistema de alerta, importante para a sobrevivéncia do individuo; como no caso de

identificacao de alimentos deteriorados, poluentes prejudiciais a salde e outros.

A perda ou diminuicdo do sentido do olfato, conhecidas respectivamente como
estado de anosmia e hiposmia, podem ocorrer devido a varios fatores, dentre eles, o
envelhecimento normal do ser humano (Doty et al., 1984; Wang et al., 2005; Rawson, 2006;
Larsson et al., 2009) a obstrugdo das vias nasais, danos no neuroepitélio olfatério, danos
em estruturas olfatérias centrais e/ou conexdes, dentre outros (Deems et al, 1991; Victor et

al, 2001; Doty & Deems, 2001; Wrobel & Leopold, 2004; Kovacs, 2004; Doty, 2005).

Disfuncoes olfatérias ocorrem em aproximadamente 50% da populacdo com idade
entre 65 e 80 anos, e em 75% dos individuos com idade superior a 80 anos (Doty et

al.,1984).

As alteragbes olfatorias relacionadas a idade dos individuos incluem: o aumento do
limiar de deteccao de odores (Deems & Doty, 1987; Cain & Gent, 1991; Stevens & Spencer,
1994), a redugao na habilidade em identificar odores (Doty et al., 1984; Murphy et al., 1997),

a reducao da memoéria para odores ( Murphy et al., 1997) e a diminuigdo na habilidade dos
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individuos em discriminar odores (Schiffman & Pasternak, 1979; Kobal et al., 2000).
Adicionalmente, idosos sdo mais susceptiveis que jovens a adaptacao olfatéria e mais lentos
para restabelecer a sensibilidade aos odores ap6s uma curta exposicdo as substancias

odoriferas (Stevens et al., 1989).

A disfuncao olfatéria decorrente do envelhecimento do individuo pode ser causada
por alteragdes na anatomia de estruturas associadas ao olfato, como a perda de células
receptoras olfatérias. Mudangas no ambiente que envolve os receptores celulares, como a
alteracdo da composicdo do muco nasal, pode também causar disfungdo olfatéria em
individuos da terceira idade. O envelhecimento do individuo pode também alterar a
distribuicdo, a densidade e o desempenho tanto de proteinas receptoras especificas, como
de canais ibnicos e/ou de moléculas sinalizadoras, reduzindo a habilidade de elementos
neurais em processar a informagao da substancia odorifera, e promovendo assim, disfuncéao

olfatéria em idosos (Rawson, 2006).

Perdas olfatérias decorrentes do envelhecimento podem também ser atribuidas a
reducao da superficie do epitélio olfatério (Paik et al., 1992). Chen et al. (1993) observaram
gue a densidade e complexidade da inervagio adrenérgica da mucosa olfatéria diminui com
0 avancgo da idade, associando esse fenbmeno a perdas olfatérias na terceira idade. Por sua
vez, dentro do bulbo olfatério, 0 nimero de células mitrais diminui continuamente com a
idade. Estima-se que o bulbo olfatério aos 25 anos contem aproximadamente 60.000 células
mitrais, enquanto somente 14.500 células sdo usualmente encontradas na idade de 95 anos
(Bhatnagar et al., 1987). Como as células mitrais estédo envolvidas na sinapse dos impulsos

gerados pelos receptores olfatérios, essa ocorréncia reduz a capacidade olfatéria de idosos.

Durante o envelhecimento do individuo, alteracées relacionadas com o Alzheimer,

como o aparecimento de emaranhados neurofibrilares e placas senis no cérebro, podem
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contribuir com a perda olfatéria de idosos (Kovacs, 2004). Em estudo conduzido por Kovacs
et al., (1999), 86% dos individuos com idade media de 74,3+1,5 anos apresentavam
emaranhados neurofibrilares no bulbo olfatério; por sua vez, placas com depdsito amiléide
foram encontradas em aproximadamente um terco desses individuos. O bulbo olfatério é um
dos primeiros locais onde as alteragdes relacionadas com Alzheimer aparecem no cérebro
(Kovacs et al.,, 2001) e, segundo Aizenstein et al., (2008) um em cada cinco idosos
cognitivamente normais apresenta sinais de placas amiléides no cérebro, decorrentes de

Alzheimer.

Diversas outras desordens cerebrais, como doenca de Parkinson, esclerose
multipla, esquizofrenia, sindrome de Kallmann, epilepsia, entre outras, estdo também
associadas a perdas olfatérias como deficiéncias na identificagédo, discriminagdo e meméria
para odores (West & Doty, 1995; Doty et al., 1997; Mesholam et al., 1998; Moberg et al.,
1999; Doty & Deems, 2001; Kovacs, 2004). Finalmente, outra importante disfuncao cerebral
que se manifesta associada a deficiéncias da fungao olfatéria de individuos, é a epilepsia,

condicao neuroldgica grave, de maior prevaléncia no mundo (Min & Sander, 2003).

A epilepsia é caracterizada pela ocorréncia de crises recorrentes, provocadas por
atividades eletroencefdlicas anormais, resultantes de danos estruturais de determinadas
regides cerebrais, notadamente os lobos temporais (Carrol et al., 1993). Esta patologia
acomete 1% da populagdo mundial -cerca de 60 milhdes de pessoas- (Sander & Shorvon,

1996) e, no Brasil, aproximadamente trés milhdes de individuos (Min, 2005).

De acordo com West & Doty (1995), Kohler et al. (2001) e Grant (2005),
deficiéncias olfatérias em portadores de epilepsia ocorrem porque o sistema limbico,

localizado no lobo temporal, abriga estruturas que processam sinais gerados por estimulos
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olfatérios. Dentre essas estruturas, citam-se principalmente a amigdala, cértex piriforme,

cortex entorrinal e hipocampo.

Disfuncoes olfatérias em portadores de epilepsia do lobo temporal tém sido
associadas a problemas na discriminagdo de odores, na redugdo da meméria de curto e
longo termo para odores, além da redugdo da capacidade do individuo em identificar
corretamente o nome de odores que lhe sao familiares (Eskenazi et al., 1986; Carrol et al.,
1993; West & Doty, 1995; Savic et al., 1997; Kohler et al., 2001; Hudry et al., 2003). Uma
vez que os aferentes olfatérios projetam-se ipsilateralmente da narina ao cortex do
individuo, testes olfatérios tém sido utilizados para identificar e lateralizar regides
epileptogénicas de origem no lobo temporal (Savic et al., 1997; Savic, 2000; Doty, 2008),

procedimento importante no tratamento do individuo.

Uma alternativa frequentemente adotada para portadores de epilepsia do lobo
temporal refrataria a terapia medicamentosa tem sido a cirurgia com resseccao do lobo
temporal. Este procedimento permite controlar as crises epilépticas, melhorando a qualidade
de vida dos individuos. No entanto, a ressecc¢ao do lobo temporal invariavelmente infringe
areas anatdmicas associadas ao olfato, incluindo o cortex entorrinal, amigdala, hipocampo,
e as conexdes com outras estruturas relacionadas com o olfato (Martinez et al., 1993).
Consequentemente, diversos estudos tém reportado uma diminui¢gdo da capacidade olfatéria
de portadores de epilepsia apds realizacdo de cirurgia de excisdo do lobo temporal,
notadamente na narina ipsilateral a lesdo (Eskenazi et al., 1986; Zatorre & Jones-Gotman;
1991; Savic et al., 1997; Jones-Gotman et al., 1997). Assim, a avaliacao da funcao olfatéria,
pode vir a ser uma ferramenta auxiliar importante no diagnostico pré e pdés-cirirgico de
epilepsia, incluindo tanto a identificacdo e lateralizacdo das regides epileptogénicas de

origem no lobo temporal, como a avaliacdo da eficacia da cirurgia do lobo temporal.
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Dentre as perdas olfatérias que acometem portadores de epilepsia, uma das mais
estudadas é a capacidade de identificacdo de odores, definida como a habilidade do
individuo de atribuir a um odor, o correto nome da substancia que o gerou (Carrol et al.,
1993; Martzke et al., 1997; Kohler et al., 2001; Morrinson et al., 2002). O teste mais utilizado
para se determinar a capacidade de identificacdo de odores dos individuos é o teste
desenvolvido e patenteado pela Universidade da Pensilvania, conhecido como “University of
Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT)” (Doty et al., 1984). Trata-se de um teste de
multipla escolha, em que os estimulos estao contidos em microcapsulas fixadas em tiras de
papel. Os individuos sao solicitados a rasparem as tiras e identificarem o odor liberado

escolhendo uma entre quatro alternativas de nomes apresentadas.

O UPSIT apresenta nivel de confiabilidade adequado nos EUA (0,90 — 0,95) (Doty
et al., 1984; Doty et al., 1985; Doty et al., 1995) e o teste foi minuciosamente validado nesse
pais (Doty et al., 1984). No entanto, varios odores empregados no UPSIT nao sao familiares
a individuos de diferentes culturas e paises como Escandinavia, Japao, Italia, Alemanha,
China, Brasil entre outros (Doty et al., 1996; Kobal et al., 1996; Nordin et al., 1998; Parola &
Liberini, 1999; Hashimoto et al., 2004; Lam et al., 2006). Dentre os odores universalmente
nao familiares a essas culturas encontram-se: queijo cheddar, picles doce, ponche de frutas,
6leo de gualtéria, lima, alcaguz, torta de abdbora, entre outros. Essa ocorréncia reduz

significativamente a eficiéncia e a validade do UPSIT nos citados paises (Doty et al., 1996).

Uma versao simplificada do UPSIT contendo 12 odores familiares a varias culturas
foi desenvolvida e denominada de “712-ltem Cross-Cultural Smell Identification Test (CC-
SIT)” (Doty et al., 1996). Infelizmente, a retirada de 28 odores do teste original, reduziu o
nivel de confiabilidade do CC-SIT para 0,70 e enfraqueceu o desempenho desse teste (Doty

et al., 1995; Doty et al., 1996).
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Opcionalmente, para a Europa Central, pesquisadores como Kobal et al., (1996),
Hummel et al., (1997) e Kobal et al., (2000), desenvolveram o que eles denominaram
“bastdo de cheirar” (sniffin’ sticks). Trata-se de um bastéo similar a uma caneta hidrocor que,
ao invés de tinta, & quantitativamente preenchida com uma esséncia odorifera. Uma
alternativa também interessante para a apresentacdo dos odores aos individuos, é a
desenvolvida por Hashimoto et al.,, (2004) para ser utilizada em testes olfatoérios de
identificagdo no Japao, através da qual, as substancias odoriferas sao alocadas em batons,

denominados “Odor Sticks”.

O teste de identificagdo de odores UPSIT é considerado muito eficiente para
identificar deficiéncias olfatérias em individuos da terceira idade (Ship & Weiffenbach, 1993;
Kareken et al., 2003; Wang et al., 2005) e portadores de epilepsia (Jones-Gotman & Zatorre,
1988; Jones-Gotman et al., 1997; Kohler et al.,, 2001). Da mesma forma, o teste Sniffin’
Sticks tem demonstrado eficiéncia para detectar perdas olfatérias em individuos da terceira

idade (Landis et al., 2004).

No Brasil, uma ferramenta para avaliar a capacidade de identificacdo de odores e
identificar perda olfatéria dos individuos ainda nao foi adequadamente desenvolvida, testada
e validada. Por esse motivo, a presente pesquisa teve por objetivo desenvolver para o

Brasil, um teste de identificacdo de odores de facil aplicacao, alta eficiéncia e validade.

2.2 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo foi desenvolvido nos laboratérios de analise sensorial da
Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) e nas dependéncias da area de neurologia do

Hospital das Clinicas (HC), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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Em atendimento a resolucdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Brasil, a
pesquisa foi submetida ao Comité de Etica da UNICAMP, tendo sido aprovada sob protocolo
CAAE 0098.0.146.0000-06. Assim, todos os voluntarios que participaram desta pesquisa
foram devidamente informados quanto ao objetivo do estudo, tendo assinado um documento

de consentimento esclarecido (Anexo A).

2.2.1 Voluntarios

Participaram da presente pesquisa 3 grupos de individuos: grupo controle, grupo da
terceira idade e grupo de individuos portadores de epilepsia do lobo temporal (ELT). O grupo
controle consistiu-se de 302 individuos brasileiros, de idade entre 18 e 46 anos, recrutados
entre funcionarios, estudantes de graduacdo e poés-graduagdo da UNICAMP. Todos os
voluntarios responderam a um questionario sobre condi¢cdes de saude (Anexo B), tendo sido
selecionados somente individuos com fungdo olfatéria normal, excluindo-se aqueles que
apresentavam: rinite, adendide, sinusite, asma; alergias associadas a substancias odoriferas,
gravidez, fase de amamentacao, cirurgia no nariz, exposicao diaria a ambientes com odores;
administracdo nasal de medicamentos; entre outras condi¢gées de impacto conhecido sobre o

olfato humano.

O grupo da terceira idade foi recrutado entre estudantes da Universidade da
Terceira Idade de Sao Jodo da Boa Vista, SP, e consistiu-se de 50 individuos brasileiros, do

sexo feminino e com mais de 60 anos de idade.

Finalmente, o grupo de portadores de epilepsia foi formado por 41 individuos
brasileiros, com idade entre 15 e 51 anos, recrutados no Ambulatério de Epilepsia de Adultos
do HC da UNICAMP, e diagnosticados por pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP. Os pacientes recrutados apresentavam histérico, caracteristicas clinicas,

eletroencefalograma (EEG) e imagem de ressonancia magnética (MRI) evidenciando ELT.
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No momento da aplicagdo do teste, os pacientes estavam sob tratamento de drogas anti-
epilépticas, encontrando-se clinicamente estaveis. Todos o0s pacientes apresentavam

inteligéncia normal, com QI superior a 78 na escala Wechsler (Wechsler, 1981).

Os testes sensoriais foram realizados em ambiente confortavel, climatizado e
apresentando adequada renovagdo de ar. Os testes foram aplicados através de entrevista

individual, conduzida pela prépria pesquisadora.

2.2.2 Desenvolvimento do teste de avaliacdo da capacidade de identificacdao de odores
O teste de avaliagao da capacidade de identificagdo de odores foi desenvolvido e
validado seguindo-se procedimentos descritos por Doty et al., (1984) na validagao do

UPSIT.

2.2.2.1 Escolha dos odores e veiculo de apresentacdao dos mesmos

Tomando como base os “odor sticks” desenvolvidos por Hashimoto et al., (2004),
utilizou-se como matriz de fixagdo das substancias odoriferas, parafina comercial (plus pé
com cera micro/estearina, Casa das Esséncias(l). O material desenvolvido foi denominado
“Pastilhas de Odor” (Figura 2.1), revelando-se uma alternativa de baixo custo e facil

manuseio para a apresenta¢ao dos odores.

Figura 2.1: (A) Pastilha de odor. (B) Embalagem de armazenamento individual da pastilha de
odor. (C) Frasco utilizado para apresentagao do odor ao individuo.
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Para aromatizar as pastilhas, foram adquiridos odores familiares a cultura brasileira,
pertencentes a diferentes categorias odoriferas: frutal, doce, tempero, etc. Na escolha dos
aromas, deu-se preferéncia aos 6leos essenciais, esséncias naturais (GRAS) e aromas
idénticos ao natural, por serem estes mais similares aos que os brasileiros estdo expostos
em seu dia a dia. Os odores e correspondentes substancias odoriferas selecionadas para o
preparo das pastilhas desenvolvidas no presente estudo encontram-se na Tabela 2.1; suas

respectivas categorias odoriferas foram definidas segundo classificacdo encontrada em

Noble et al. (1987) e Saito et al. (1994).

Tabela 2.1: Substancias odoriferas utilizadas no preparo das pastilhas de odor.

Categoria odorifera Odores Substancia odorifera
Doce Baunilha Aroma idéntico ao natural’
Chocolate Alimento em p6 comercial’
Mel Aroma artificial®
Frutal Abacaxi Aroma idéntico ao natural’
Banana Aroma idéntico ao natural®
Coco Aroma idéntico ao natural®
Laranja Oleo essencial’
Lim&o Oleo essencial®
Macé verde Aroma artificial®
Mamao Aroma idéntico ao natural?
Maracuja Aroma idéntico ao natural®
Melao Aroma artificial®
Péssego Aroma idéntico ao natural®
Uva Aroma idéntico ao natural®
Tempero Alho Aroma idéntico ao natural’
Bacon Condimento preparado’
Canela Aroma idéntico ao natural?
Cebola Aroma idéntico ao natural’
Cravo Oleo essencial®
Erva-doce Oleo essencial®
Gengibre Alimento in natura
Mostarda Condimento comercial®
Noz moscada Produto comercial®
Orégano Produto comercial®
Vinagre Produto comercial'®
Verde Eucalipto Oleo essencial®
Menta Oleo essencial®
Substancia quimica Acetona Produto comercial'’

Agua sanitéria

Produto comercial'?

28



Tabela 2.1: Continuacao. Substancias odoriferas utilizadas no preparo das pastilhas de odor.

Categoria odorifera Odores Substéncia odorifera

Gasolina Produto comercial™
Outros Amendoim Aroma idéntico ao natural®
Manteiga Aroma idéntico ao natural®

Pinga Produto comercial™

Queijo Produto comercial'®

Tabaco Produto comercial'®
Café Aroma idéntico ao natural?

1 Citromax® (Guarulhos — SP, CEP: 07232-152 ), 2 IFF® (Barueri — SP, CEP: 06454-020), 3 Bioesséncia® (Sao
Paulo — SP, CEP: 04705-070), 4 Flavor Tec® (Pindorama — SP, CEP: 15830-000), 5 Givaudan® (Sao Paulo —
SP, CEP: 05321-010), 6 Duas Rodas® (Jaragua do Sul — SC, CEP: 89251-901), 7 Chocolate em pé soltvel 50%
de cacau Nestlé®, 8 Molho de mostarda Hellmann's®, 9 Ervas e especiarias Kitano®, 10 Vinagre de vinho
branco Castelo®, 11 Solugdo a base de acetona Farmax®, 12 Agua Sanitaria Qboa®, 13 Gasolina original
Ipiranga, 14 Cachaga Pirassununga 51®, 15 Queijo parmeséo ralado Vigor®, 16 Tabaco em pé.

2.2.2.2 Desenvolvimento das pastilhas de odor

Para a produgdo das pastilhas, em uma capela, derreteu-se a parafina em poé
utilizando um recipiente de aluminio sobre a chama do bico de Bunsen, e controlando-se a
temperatura para que esta se mantivesse entre 75-80C. Com o auxilio de uma pipeta
automatica, as substancias odoriferas descritas na Tabela 2.1 foram dosadas em recipientes
apropriados. Devido a possiveis interesses futuros em comercializar o teste olfatério
desenvolvido, as proporgées de cada substancia odorifera utilizada serdo mantidas
confidenciais. Um corante azul inodoro (Arcolor®) diluido em éleo mineral (MultLab®), foi
também adicionado aos aromatizantes para mascarar e padronizar a cor final das pastilhas.
Em seguida, adicionou-se 40 mL da parafina derretida sobre a substancia odorifera, e os
materiais foram misturados. Essa mistura foi transferida para formas plasticas, para a

obtencao de pastilhas de odor similares a apresentada na Figura 2.1A.

Esperou-se até que a parafina esfriasse e endurecesse e entdo, as pastilhas
apresentando dimensdes de 3 cm de comprimento, 2 cm de largura e 1,3 cm de altura,
foram retiradas do molde e acondicionadas em uma embalagem flexivel laminada de
polietileno e poliéster (PET/ Aluminio/ Polietileno), de espessura 120um e gramatura
130g/m®. A embalagem utilizada era de alta barreira, ou seja, baixa permeabilidade,

apresentando taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) entre 0,01 a 0,03
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gH,O/m?.dia e taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO,) menor que 1mL O,/m?.dia. Com a
seladora a vacuo Tec Mac® calibrada para solda a aproximadamente 80°C, as embalagens
foram seladas sem aplicacdo de vacuo (Figura 2.1B). Assim foram produzidas as 36
diferentes pastilhas odoriferas que compuseram a bateria de testes intitulada de “Pastilhas

de Odor”.

2.2.2.3 Apresentacao dos odores

Para a aplicacdo dos 36 odores listados na Tabela 2.1 aos individuos, cada uma
das pastilhas de odor foi retirada da embalagem e colocada em um frasco de vidro de 100
mL, de cor ambar, com tampa plastica de rosca e com diametro de abertura préximo a 2,5
cm. Cada frasco foi codificado com um numero de trés digitos (Figura 2.1C). A apresentacao
das pastilhas em frascos permitiu o adequado controle da concentracdo dos volateis que

eram oferecidos aos individuos, reduzindo o erro experimental da pesquisa.

2.2.2.4 Caracterizacao dos odores
Seguindo os procedimentos descritos por Doty et al. (1984), Nordin et al. (1998) e
Saito et al. (2006), o objetivo desta etapa do estudo foi caracterizar os odores quanto a

intensidade, aceitabilidade, pungéncia, refrescancia e familiaridade aos individuos.

Participaram desta etapa da pesquisa, 52 individuos (26 homens e 26 mulheres) do
grupo controle, com idade média de 23,42 + 4,00 anos, sendo a média de idade das

mulheres igual a 23,73 + 4,53 anos e a dos homens 23,12 + 3,45 anos.

Cada uma das 36 pastilhas desenvolvidas com os odores listados na Tabela 2.1 foi
avaliada pelos 52 voluntarios quanto a: i) intensidade do odor, ii) grau de aceitacao, de
irritabilidade (pungéncia) e de refrescancia e, iii) familiaridade. Para tanto foram utilizadas

escalas hibridas de 9 cm, ancoradas respectivamente com os seguintes termos: O=muito
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fraco, 4,5=moderado, 9=muito forte (intensidade); O=desgostei muito, 4,5=nem gostei/nem
desgostei, 9=gostei muito (aceitacdo); 0=nao pungente, 4,5=moderado, 9=muito pungente
(irritabilidade); 0=nao refrescante, 4,5=moderado, 9=muito refrescante (refrescancia); 0=nao
familiar, 4,5=moderado, 9=muito familiar (familiaridade). Para a avaliacdo, a ordem de
apresentagdo das pastilhas foi aleatorizada entre os individuos. Apo6s avaliarem cada
pastilha utilizando as escalas descritas acima, os individuos foram solicitados a

identificarem, através do odor, 0 nome da substancia avaliada: cravo, canela, laranja, etc.

Na avaliagdo das pastilhas, os individuos tiveram 30 segundos de intervalo entre
uma amostra e outra durante a avaliagdo das primeiras 18 amostras, de um total de 36
amostras. Apds a avaliagdo da 18? pastilha, os individuos tiveram 10 minutos de intervalo, e
entdo recomecaram as avaliagdes das 18 amostras restantes. Os frascos eram abertos
pelos préprios individuos, € mantidos préoximos ao nariz (Figura 2.2) para a avaliacao
sensorial, sendo posteriormente tampados para que um novo equilibrio do aroma no

headspace do recipiente fosse alcangado.

Figura 2.2: Individuo realizando o teste “Pastilhas de Odor”.

Apbs a coleta de todos os dados, para cada pastilha, computou-se 1,0 ponto

quando o individuo deu resposta correta ou resposta associativa bastante préoxima da
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substancia odorifera presente na pastilha de odor (ex: individuo respondeu “cravo” ou
“eugenol” para a amostra contendo 6leo essencial de cravo). A pastilha recebeu 0,5 ponto
quando a resposta do individuo apresentou associacdo menos especifica com o aroma da
amostra (ex: o individuo respondeu solvente para a amostra contendo gasolina). Foi dado 0
(zero) as respostas pouco associativas ou incorretas. Na seqiiéncia, computou-se o total de
pontos obtidos por cada pastilha junto aos 52 voluntarios, e um grafico de barras contendo o
total de pontos obtido por cada pastilha foi elaborado. Esse grafico teve por objetivo,
identificar as amostras que eram mais familiares aos individuos e comparar os resultados
obtidos por cada pastilha de odor com os odores em comum aqueles reportados por Doty et

al. (1984) no teste de validacao do UPSIT.

Graficos de barra foram também elaborados para a avaliacdo dos parametros de
intensidade, aceitacdo, irritabilidade, refrescancia e familiaridade de cada amostra e,
comparagao com valores reportados por Doty et al. (1984) no teste de validacao do UPSIT.
Adicionalmente, analises estatisticas como ANOVA (Fontes de variacdo: amostra, provador
e sexo) e teste de médias Tukey (p=5%) foram realizadas para se avaliar diferengas entre
os odores com relagdo aos atributos de intensidade de aroma, de irritabilidade (pungéncia),

de refrescéncia, de aceitacdo e de familiaridade.

2.2.3 Desempenho e validacao do teste “Pastilhas de Odor”

Para avaliar o desempenho e construir validacdo ao teste “Pastilhas de Odor”, o
mesmo foi aplicado em outros individuos apresentando funcéo olfatéria normal (grupo
controle) e em dois grupos com funcao olfatéria reduzida (grupo da terceira idade e grupo
dos portadores de epilepsia), avaliando-se a capacidade do teste tanto em segmentar os
diferentes grupos, como produzir resultados comparaveis aos gerados por outros testes

olfatérios de identificagdo de odores, como o UPSIT de Doty et al. (1984), o “Sniffin’ Stick”
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de Kobal et al. (1996), o SOIT de Nordin et al. (1997) e o “Odor Stick” de Hashimoto et al.

(2004).

2.2.3.1 Efeito do sexo e da idade na func¢ao olfatorio de individuos

2.2.3.1.1 Voluntarios

Dois grupos de individuos participaram desta etapa do estudo. O grupo | consistiu-
se de 150 voluntarios do grupo controle (75 homens e 75 mulheres) com idade média de
22,94 + 4,66 anos, sendo a média de idade das mulheres de 23,60 + 5,06 anos e a dos
homens de 22,28 + 4,14 anos. O grupo Il foi formado pelos 50 individuos do grupo da terceira

idade, apresentando idade média igual a 69,56 £ 5,22 anos.

2.2.3.1.2 Teste olfatdrio
A bateria do teste intitulada “Pastilhas de Odor” foi composta pelos 36 odores

(Tabela 2.1) definidos anteriormente.

Similarmente ao UPSIT, cada uma das 36 pastilhas era apresentada aos individuos
associada a um teste de multipla escolha, contendo quatro termos descritores de odor; um
deles descrevia corretamente o odor da amostra, e os demais representavam alternativas
incorretas (Figura 2.3). Os 36 testes foram distribuidos em 4 livretos, 3 deles contendo 10

testes/livreto, e 1 contendo 6 testes; cada teste referia-se a uma das 36 pastilhas.

A ordem de apresentacdo das pastilhas foi aleatorizada entre as paginas dos
livretos, porém pastilhas de odores semelhantes, tais como cebola e alho, ndo foram
testadas em sequéncia. A ordem de apresentacao das pastilhas também foi aleatorizada
entre os individuos que realizaram o teste; assim, cada livreto apresentava uma ordem

diferente das pastilhas aos individuos.
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Escolha entre as quatro alternativas, aquela que melhor descreve
a qualidade do odor percebido.

Amostra: 489

a) Banana

b) Agua Sanitaria
c) Mostarda

d) Cravo

Figura 2.3: Teste de identificacdo de odores, conforme apresentado no livreto de “Pastilhas
de Odor”.

Para a escolha dos termos descritores contidos em cada folha do livreto, seguiu-se
a metodologia empregada por Doty et al. (1984). Assim, inicialmente imprimiu-se o nome de
cada um dos 36 odores a serem testados. Na sequéncia, eles foram espalhados em uma
mesa, de modo que a distancia entre os cartdes fosse proporcional a similaridade dos
odores. Por exemplo, alho e cebola foram colocados préximos um ao outro, enquanto
chocolate e gasolina foram dispostos longe um do outro. Finalmente, em cada pagina dos
livretos, para compor as alternativas incorretas, foram tomados os nomes dos odores
distantes a amostra testada. Adicionalmente, ao longo das 36 paginas que compuseram 0s
4 livretos, procurou-se utilizar o nome de cada odor um mesmo nimero de vezes. Da
mesma forma, o posicionamento de cada resposta correta foi balanceado entre as

alternativas “a”, “b”, “c” e “d” das paginas dos livretos.

Para a realizagdo do teste sensorial, cada livreto foi entregue aos individuos que,
apos cheirarem de forma birrinal cada pastilha, eram solicitados a escolher o nome que
melhor descrevia o odor apresentado. Se o individuo ndo conseguisse identificar o odor na
primeira vez que avaliasse a amostra, era permitido que uma nova tentativa fosse realizada.
Uma resposta foi sempre solicitada, mesmo que o odor ndo fosse percebido pelo individuo.
O individuo teve 30 segundos para completar a avaliacdo de cada amostra, sendo dado um

intervalo de 30 segundos entre as apresentagbes de dois odores consecutivos e de 2
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minutos entre cada livreto. O desempenho de cada individuo no teste foi expresso como a
porcentagem de respostas corretas. O desempenho de cada amostra foi avaliado através da
porcentagem de acertos obtida pela amostra junto a populagao testada: controle e terceira

idade.

Adicionalmente, apds testar-se a normalidade dos dados através do teste de
Kolmogorov-Smirnov, os efeitos “sexo” e “idade” (grupo controle vs. grupo da terceira idade)
foram avaliados através de teste nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney e os

resultados comparados aqueles reportados por Doty et al. (1984).

2.2.3.2 Efeito da epilepsia do lobo temporal (ELT) na fun¢ao olfatéria dos individuos

2.2.3.2.1 Voluntarios

No grupo controle, participaram desta etapa da pesquisa, 50 voluntarios (25 homens
e 25 mulheres) com idade média de 25,42 + 4,22 anos. O grupo dos portadores de epilepsia
era composto por 41 individuos, dos quais 23 haviam sido operados para tratamento de ELT
(grupo lll) e 18 apresentavam diagnéstico positivo de ELT, nao tendo sofrido cirurgia (grupo

V).

Conforme anteriormente mencionado, os portadores de epilepsia foram inicialmente
submetidos a teste neuropsicolégico para avaliagdo de suas fungdes cognitivas relacionadas
ao poder intelectual (teste de quociente de Inteligéncia-Ql). Isto garantiu a exclusdo desse

efeito do desempenho dos individuos nos testes de identificagcdo de odores.

Para garantir que o sistema olfatério dos individuos encontrava-se integro, os
portadores de epilepsia também realizaram um teste de acuidade olfatéria, em que se avaliou

o limiar de deteccdo dos mesmos ao alcool fenil etilico, obtido de forma independente em
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cada narina. 50 individuos do grupo controle (25 homens e 25 mulheres) com idade média
igual a 25,08 £ 4,52 anos, também realizaram o teste de acuidade olfatéria, com o objetivo de

se comparar seus desempenhos com o desempenho dos portadores de epilepsia.

A acuidade olfatéria dos individuos foi avaliada através do limiar de deteccao
(threshold) para éalcool fenil etilico (PEA) de forma mono-rinal, utilizando-se o procedimento
“single staircase” descrito por Doty et al. (1995). Assim, alcool fenil etilico P.A. foi diluido em
propilenoglicol, a concentracdes variando em escala logaritmica entre 107 a 10" (v/v). Uma
série de sete solucdes foi preparada contendo as seguintes concentragdes de PEA: 107,107,
10%, 10*, 10°, 102 e 10" (v/v). As solucdes foram colocadas em frascos de vidro
transparentes de 100 mL com tampa plastica de diametro de abertura préximo a 2,5 cm.

Todas as amostras foram codificadas com numero de trés digitos.

O teste iniciou-se com a apresentacao de dois frascos ao individuo: um contendo
PEA na menor concentracdo, e outro contendo propilenoglicol puro. O individuo era
informado que um dos frascos continha uma substancia odorifera e o outro ndo, sendo
instruido a cheirar os dois frascos de forma mono-rinal e identificar qual continha a
substéncia odorifera. Para cada nivel de concentragdo, o individuo realizava cinco
repeticdes desse procedimento. Se uma ou mais respostas incorretas eram dadas pelo
individuo nas cinco repeti¢cdes, a concentragdo imediatamente superior na série “staircase”
era similarmente testada. A concentracao da substancia odorifera era aumentada em escala
logaritmica até ocorrer a deteccdo correta nas cinco repeticbes consecutivas da

concentragéo apresentada.

Quando o individuo fornecia respostas corretas nas cinco repeticdes de um dado
nivel de concentracdo, a “staircase” era invertida; movendo-se para cima e para baixo em

acréscimos ou decréscimos logaritmicos de 1,0, dependendo do desempenho do individuo
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nos dois testes de concentracdes subjacentes. A média geométrica dos primeiros quatro
pontos da “staircase” onde a inversao iniciou-se, foi utilizada como a medida referente ao
limiar de deteccdo do individuo. A ordem de apresentagcdo das amostras com e sem

estimulo foi balanceada em cada “degrau” da “staircase”’.

As diferengas de acuidade olfatéria entre os grupos - controle e portadores de
epilepsia - e entre as narinas, foram avaliadas através do teste ndao-paramétrico de Wilcoxon-

Mann-Whitney.

2.2.3.2.2 Teste olfatorio

Nesta etapa do estudo, o teste “Pastilha de Odor” foi aplicado de forma mono-rinal,
ou seja, as pastilhas foram avaliadas pelas narinas esquerda e direita separadamente.
Assim, uma narina foi tampada com fita Microfoam 3M e o individuo inalava o odor com a

narina livre.

Para a realizagdo do teste, metade dos estimulos (18) foi apresentada a narina
direita, mantendo-se a esquerda bloqueada e, a outra metade (18) a narina esquerda,
mantendo-se a narina direita bloqueada. A ordem de apresentacdo dos odores foi
aleatorizada entre os individuos e as narinas eram trocadas a cada 5 amostras apresentadas
(Jones-Gotman et al., 1997). Apdés 10 odores avaliados, 5 para cada narina, era dado um
intervalo de 2 minutos. No Ultimo livreto, composto por 6 odores, 3 odores foram avaliados
por narina. Ao final da aplicacdo dos 36 testes, foi computada a % de identificacdo correta

alcangada por cada individuo em cada narina.

As diferencas de capacidade de identificagdo de odores entre os grupos -controle e
portadores de epilepsia- e entre as narinas, foram avaliadas através do teste né&o-

paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.
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2.2.4 Coeficiente de confiabilidade do teste “Pastilhas de Odor”

Para a avaliagao do nivel de confiabilidade do teste “Pastilhas de Odor”, 38
voluntarios, sendo 28 do grupo | (controle) e 10 do grupo |l (terceira idade), realizaram o
teste em duas diferentes ocasides, com intervalo de duas semanas entre cada aplicagao do
mesmo. O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre os resultados da primeira e
segunda repeticdo, e seu respectivo nivel de significancia (p), foram computados e utilizados
como um parametro de avaliagdo do nivel de confiabilidade do teste “Pastilhas de odor”,

conforme sugerido por Doty et al. (1995).

2.2.5 Estabilidade das pastilhas de odor

Para verificagdo da estabilidade das pastilhas de odor ao armazenamento em
temperatura ambiente, o teste foi aplicado por trés meses consecutivos aos 150 individuos
do grupo I, computando-se a porcentagem de acertos dos voluntarios. Os dados foram

estatisticamente analisados utilizando-se o teste estatistico t.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacao de “Pastilhas de Odor”

Trinta e seis pastilhas compdem a bateria do teste olfatério desenvolvido nesta
pesquisa e intitulado “Pastilhas de Odor”. A Figura 2.4 apresenta as médias de intensidade
de aroma, de pungéncia, de refrescancia, de aceitagcdo e de familiaridade para cada uma
das 36 pastilhas. Por sua vez, a Figura 2.5 apresenta os mesmos dados obtidos por Doty et
al. (1984), em teste de validagdo do UPSIT. Conforme pode ser observado, os resultados
obtidos pela aplicacdo de “Pastilhas de Odor”, sdo bastante comparaveis aqueles gerados

pelo UPSIT de Doty et al. (1984).
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Dezesseis dos 36 aromas que compdem o teste “Pastilhas de Odor” sdo comuns ao
UPSIT, quais sejam: banana, chocolate, canela, cravo, coco, gasolina, limdo, uva, menta,
cebola, laranja, péssego, amendoim, abacaxi, tabaco e gengibre. As pastilhas formuladas
com odores de acetona, agua sanitaria, alho, bacon, baunilha, café, anis, eucalipto, maca-
verde, mamao, manteiga, maracuja, mel, meldo, mostarda, noz moscada, orégano, pinga,
queijo e vinagre estao presentes somente na bateria de testes “Pastilhas de Odor” e nao no
UPSIT, sendo que os odores do UPSIT que nao estdo presentes em “Pastilhas de Odor”
sdo: goma de mascar, cedro, queijo cheddar, cereja, picles doce, ponche de frutas, grama,
couro, alcaguz, violeta, lima, hortela, éleo de motor, gas natural, solvente de tinta, pinho,
pizza, root beer, rosa, morango, aguarras, melancia e 6leo de gualtéria. Eles ndo foram
incluidos em “Pastilhas de Odor” por serem, via de regra, pouco familiares a cultura

brasileira.
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Figura 2.5: Valores médios de intensidade de aroma (S=Strengh), de familiaridade
(F=Familiarity), pungéncia (l=Irritation), aceitacdo (P/U=Pleasantness/Unpleasantness) e
“Warm/Cool” (W/C) dos 40 odores do teste UPSIT desenvolvido por Doty et al. (1984).
“Pastilhas de Odor” apresenta 30,5% das amostras formuladas com aromas de
frutas, valor proporcional ao encontrado no UPSIT (27,5%). Por outro lado, 30,5% das
amostras de “Pastilhas de Odor” sdo compostas por aromas de tempero, enquanto que
somente 10% dos aromas do UPSIT pertencem a essa categoria odorifera. Essa diferenca
relaciona-se a diferengas entre os habitos alimentares e culturais de brasileiros e
americanos. Quanto aos demais aromas, ambos o0s testes apresentam categorias odoriferas
equivalentes, com excecao da categoria floral, que nao foi incluida em “Pastilhas de Odor”

em fungdo da dificuldade em se achar éleos essenciais de flores com boa qualidade

sensorial.

A Tabela 2.2 apresenta a média global das 36 amostras que compdem o teste
“Pastilhas de Odor” (n= 52 individuos) com relacdo a intensidade de seus odores,
pungéncia, refrescancia, aceitacdo e familiaridade, comparativamente aos mesmos
resultados reportados por Doty et al. (1984) em estudos preliminares de desenvolvimento do

UPSIT (ny=50 amostras e n,=52 julgadores)
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Nota-se que enquanto os valores médios associados ao teste “Pastilhas de Odor”
encontram-se muito préximos aqueles reportados por Doty et al. (1984) para o UPSIT, os
desvios-padrdo das médias de “Pastihas de Odor” apresentaram-se menores do que
aqueles reportados para o UPSIT (Tabela 2.2). Isso sugere que houve um maior consenso
entre os voluntarios que realizaram o teste “Pastilhas de Odor” na avaliacao dos atributos de
aroma das amostras, comparativamente aos individuos que realizaram o UPSIT nos

trabalhos de Doty et al. (1984).

Tabela 2.2: Valores médios de cada atributo de odor e respectivos desvios-padrao obtidos
nos estudos preliminares de desenvolvimento do UPSIT e no desenvolvimento do teste
“Pastilhas de Odor”.

Teste Intensidade' Pungéncia® Refrescancia® Aceitagdo® Familiaridade®

UPSIT* 6,22+ 1,90 4,48+2,44 5011244 496+234 6,08+230
Pastilhas de
Odor**
" escala: 0= fraco, 9= forte; > 0= nenhuma, 9= forte; > 0= néo refrescante, 9= muito refrescante; * 0= desgostei

muito, 9= gostei muito; 50=ndo familiar, 9= muito familiar.
*n =50 amostras (Doty et al., (1984))/ **n = 36 amostras

597+0,79 3,30+1,22 326+1,82 486+1,39 5,68+0,93

Um aspecto importante em um teste olfatério refere-se a intensidade dos aromas
que compdem a bateria de testes. Essa intensidade nao pode ser muito baixa, de forma a
dificultar a percepg¢ao dos individuos, e nem muito alta, de forma a distorcer a qualidade do
aroma e/ou promover excessiva pungéncia. Esse quesito é claramente atendido por Doty et
al., (1984) no UPSIT, onde a intensidade de odor da grande maioria das amostras situa-se
préxima a 6 (intensidade moderada) em uma escala de 9 pontos (Figura 2.5, Tabela 2.2). Da
mesma forma, a grande maioria das pastilhas do teste “Pastilhas de Odor” apresentou
intensidade média muito préxima a 6 (Figura 2.4, Tabela 2.2), encontrando-se portanto
dentro da faixa de intensidade ideal. Em outros testes de identificacdo de odores, como o
“SOIT” (Nordin et al.,1998) e o “Odor stick” (Saito et al., 2006), a média global dos odores foi

de 3,3 (n= 16 odores) e 3,5 (n= 13 odores) respectivamente, indicando que eles também
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apresentam seus odores em uma intensidade moderada, dado que nos dois estudos os

autores utilizaram uma escala de 5 pontos para avaliar a intensidade dos odores.

Outro aspecto importante em um teste olfatério € a pungéncia e/ou refrescancia dos
odores que compdem a bateria de amostras a serem avaliadas. Sabe-se que compostos
volateis podem estimular tanto o sistema olfatério, através da interagdo com receptores
situados no nervo olfatério (nervo craniano ), como o sistema trigeminal, pela estimulagao
do nervo trigeminal (nervo craniano V) (Doty et al., 1978; Doty & Deems, 2001). Odores
pungentes e/ou refrescantes estimulam preferencialmente o sistema trigeminal e, segundo
Doty et al. (1984), eles sao incluidos em testes de identificacdo de odores para facilitar a
deteccdo de possiveis fraudes, como a obtencdo de respostas nao verdadeiras dos
individuos avaliados. Assim, 20% dos odores da bateria de testes que compéem o UPSIT
desenvolvido por Doty et al. (1984) estimulam preferencialmente o nervo trigeminal em um
grau moderado ou maior; sendo eles: horteld, menta, canela, cravo, gasolina, 6leo de motor,
cebola e tabaco. No teste “Pastilhas de Odor”, 25% das amostras estimulam o nervo
trigeminal em grau moderado ou maior, sendo elas: menta, eucalipto, canela, liméo, anis,

vinagre, mostarda, pinga e gasolina.

Em um teste olfatorio, € desejavel que a maioria dos odores seja agradavel aos
individuos, pois a presenca de muitos odores desagradaveis pode contribuir para a
indisposigao do individuo em concluir o teste (Nordin et al., 1998). Em “Pastilhas de Odor”, a
maioria das amostras apresentou-se agradavel, sendo que 32 dos 36 odores (89%)
obtiveram médias de aceitacdo superiores ou proximas a 4,5 (categoria associado ao termo
“nem gostei/nem desgostei” da escala), indicando que em geral, a maioria dos individuos
gostou desses odores; foram eles: menta, maracuja, abacaxi, baunilha, limdo, maca verde,
eucalipto, orégano, canela, meldao, uva, banana, laranja, péssego, chocolate, anis, acetona,

tabaco, noz moscada, mel, bacon, coco, cravo, mamao, queijo, alho, café, cebola, gengibre,
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pinga, amendoim e manteiga. Apenas 4 pastilhas (11%) apresentaram baixa aceitacao
média (igual ou inferior a 3), indicando que em geral, a maioria dos individuos ndo gostou

desses odores, foram eles: mostarda, gasolina, &gua sanitéria e vinagre.

Doty et al. (1984) reportaram a existéncia de 7 amostras (17,5%) no UPSIT que
apresentaram baixa aceitacdo, foram elas: 6leo de motor, gasolina, gas natural, cebola,
solvente de tinta e aguarrds, sendo que as demais se apresentaram agradaveis em
diferentes graus. Assim, a aceitacdo das amostras que compdem o teste “Pastilhas de

7

Odor” é comparavel aquelas utilizadas no UPSIT.

Um dos mais importantes requisitos para as amostras que compdéem um teste
olfatério de identificacdo, é que seus aromas sejam familiares aos individuos que irdo
realizar o teste. Nos estudos conduzidos por Doty et al. (1984), a grande maioria das
amostras apresentou-se familiar aos individuos; o mesmo ocorrendo em “Pastilhas de
Odor”, onde 32 das 36 amostras testadas, ou seja, 89%, apresentaram valores médios de
familiaridade junto aos individuos, iguais ou superiores a 4,5, categoria da escala
correspondente a opcao “moderadamente familiar”, foram elas: menta, orégano, eucalipto,
maracuja, canela, laranja, baunilha, tabaco, erva-doce, alho, limao, abacaxi, queijo, cravo,
agua sanitaria, chocolate, pinga, melao, café, cebola, banana, bacon, uva, gasolina, maga

verde, mel, manteiga, péssego, noz moscada, coco, vinagre e amendoim.

Quando os individuos (n=52) foram solicitados a, sem nenhuma sugestao,
identificar através do aroma, a substancia a ele associada (café, orégano, etc.), verificou-se,
conforme mostrado na Figura 2.6A, que alguns odores da bateria de teste “Pastilhas de
Odor” foram mais facilmente identificaveis do que outros. Para a pastilha com aroma de
menta, por exemplo, 43 individuos (83%) deram respostas corretas ou altamente

associativas (1,0 ponto), enquanto outros 7 individuos (14%) deram respostas associativas
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menos especificas, porém validas (0,5 ponto). Assim, entre 70 e 100% dos individuos, sem
qualquer tipo de ajuda, identificaram corretamente ou associativamente as seguintes
amostras do teste “Pastilhas de Odor”: menta, café, eucalipto, orégano, alho, 4gua sanitaria
€ queijo; e mais de 50% dos individuos identificaram corretamente ou associativamente as
amostras: laranja, pinga, chocolate, erva-doce, bacon, amendoim, cebola, abacaxi, limao,

canela e maracuja.

Esses resultados sdao muito similares aqueles reportados por Doty et al. (1984)
para o UPSIT (Figuras 2.6B), onde as seguintes amostras obtiveram niveis de familiaridade
comparaveis aos encontrados em “Pastilhas de Odor”: menta, limdo, canela, laranja,
chocolate, banana, cravo, gasolina, uva, cebola, e gengibre. Os odores de amendoim,
péssego e abacaxi, foram melhor identificados em “Pastilhas de Odor” do que no UPSIT
(Doty et al. 1984). J4 o odor de tabaco foi melhor identificado no UPSIT do que em

“Pastilhas de Odor”.

Os resultados da ANOVA (Fontes de variagdo: amostra, provador e sexo)
mostraram que em “Pastilhas de Odor”, sexo foi um efeito significativo (p< 0,05) para os
atributos  intensidade  (Fintensidade=73,75;  pFintensidade<0,0001), refrescancia
(Frefrescancia=36,00; pFrefrescancia<0,0001), e capacidade de identificacdo (Fpontos=
9,15; pFpontos<0,0025), sendo que as mulheres, em média, perceberam os odores mais
intensos € menos refrescantes que os homens (p<0,05) (Tabelas 2.3 e 2.4). Resultados
similares foram reportados por Doty et al. (1984) em testes de validacdo do UPSIT. No
entanto, ndo houve diferenca significativa (p=0,05) entre homens e mulheres com relagdo a

aceitacao dos odores, nem em “Pastilhas de Odor”, nem no UPSIT.
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Figura 2.6: Histogramas de freqiéncia mostrando o total de pontos de identificagéo
obtidos por cada amostra de “Pastilhas de Odor” (ni= 36 amostras, n,= 52 individuos)
(A) e do UPSIT (ny= 40 amostras, n,= 52 individuos) (B)

Quanto aos atributos de pungéncia e familiaridade, em nossos resultados, sexo
nao foi um efeito significativo (p= 0,05), ao contrario do observado por Doty et al. (1984),
onde se verificou que as mulheres classificaram as amostras como menos pungentes e
mais familiares comparativamente aos homens a (p< 0,001). Quando os valores médios
da capacidade de identificacdo de odores foram comparados entre homens e mulheres,
observou-se que as mulheres apresentaram maior capacidade de identificagcdo de odores

do que os homens (p=0,0025).
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Tabela 2.3: Valores médios de cada atributo de odor das pastilhas de “Pastilhas de Odor”
segmentados entre os sexos masculino e feminino (n= 52 individuos).

Intensidade Pungéncia Refrescancia Aceitagdo Familiaridade Capacidade
de
|dentificacao’

Homens 5,68+1,95 3,24+2,62  3,46+2,73 4,91+243 5,58+2,66 0,36+0,45
Mulheres 6,26+1,93 3,32+2,85  3,05#2,86 4,79+2,58  5,76+2,42 0,42+0,49
P 0,0001 Ns 0,0001 Ns Ns 0,0025

p= nivel de significancia do teste F de diferenca entre homens e mulheres. Nao ha diferenga significativa (Ns) entre
homens e mulheres a p<0,05. ' Media de pontos obtidos no teste de identificagéo (valor maximo/individuo = 1 ponto).

Tabela 2.4: Valores médios de cada atributo de odor do teste UPSIT segmentados entre os
sexos masculino e feminino (n= 52 individuos) (Doty et al., 1984).

Intensidade Pungéncia Aceitacdo Familiaridade
Homens 6,18 £ 1,75 4,54 +2,23 4,82 +2,18 5,84 + 2,30
Mulheres 6,38 + 2,04 4,29 + 2,61 4,93 + 2,41 6,12 £ 2,51
P 0,005 0,001 Ns 0,001

p= nivel de significancia do teste F de diferenca entre homens e mulheres. Nao ha diferenga significativa (Ns) entre
homens e mulheres a p <0,05

Em “Pastilhas de Odor”’, as interacbes amostra*sexo na ANOVA nao foram
significativas a p< 0,05. Isso indica que as diferengas entre 0s sexos apresentadas na Tabela

2.3 ocorreram de forma homogénea entre os individuos, independente dos odores avaliados.

2.3.2 Desempenho e validacao do teste “Pastilhas de Odor”

2.3.2.1 Populacao controle vs. Terceira idade

Quando “Pastilhas de Odor” foi aplicado nos 150 individuos do grupo controle (Grupo 1)
e nos 50 individuos do grupo da terceira idade (Grupo Il), verificou-se que a % de identificagbes
corretas no grupo da terceira idade (Grupo Il) apresentou-se como uma distribuicdo nao normal,
com média e mediana préximas a 85% de identificagbes corretas. O grupo controle também

apresentou uma distribuicdo com razoavel desvio da normalidade, com médias e medianas
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préximas a 97% de identificacées corretas (Figura 2.7). Uma grande diferenca entre os dois
grupos, controle e terceira idade, com relacdo a capacidade em identificar odores pode ser
visualizada na Figura 2.7: enquanto aproximadamente 90% dos individuos do grupo controle
mostraram capacidade em identificar corretamente entre 90 e 100% dos 36 odores que compde
o teste “Pastilhas de Odor”, no grupo da terceira idade, aproximadamente 30% dos individuos
apresentaram desempenho similar. De fato, neste dultimo grupo, 70% dos voluntarios
apresentaram capacidade de identificacdo de odores inferior a 86%, chegando a valores tao
baixos quanto 60% de acerto. No grupo controle apenas 9% dos individuos apresentaram

capacidade de identificacao inferior a 86%.

Um teste Kolmogorov-Smirnov, aplicado aos dados de identificacdes corretas de cada
uma das populagdes, rejeitou a hipétese nula de normalidade para o grupo controle (p< 0,01), e
para o grupo da terceira idade (p< 0,02). Por esse motivo, os resultados de cada um dos grupos
-controle e terceira idade- foram estatisticamente comparados através de testes nao-

paramétricos.
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Figura 2.7: Distribuicdo da % de identificacbes corretas dos individuos do grupo controle
(Grupo 1) e da terceira idade (Grupo Il) no teste “Pastilhas de Odor”.

O teste nao-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney dos dados apresentados na
Figura 2.7 confirmou que de fato, o grupo da terceira idade apresentou % de identificacao de
odores significativamente inferior (p<0,001) ao grupo controle (Grupo |). Essa diferenca pode
ser atribuida a diminuigao da fungéo olfatéria com o aumento da idade dos individuos (Doty et
al., 1984; Evans et al., 1995; Kaneda et al., 2000; Choudhury et al., 2003; Mackay-Sim et al.,
2004; Seiberling & Conley, 2004). Segundo Doty et al. (1984) essa diminuicdo ocorre
gradativamente em ambos 0s sexos a partir de 70 anos de idade. O fato do teste “Pastilhas de
Odor” ter segmentado o grupo da terceira idade do grupo controle com relagdo a capacidade de
identificacdo de odores, constréi validade ao teste como um instrumento de avaliagdo da

capacidade olfatéria de individuos.

A Figura 2.8 apresenta o desempenho de cada grupo — controle e terceira idade- em
cada um dos 36 odores do teste “Pastilhas de Odor”, confirmando um desempenho inferior dos

individuos da terceira idade em quase todos os odores, com excecdo dos odores de alho,
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banana, anis e noz moscada. A Figura 2.8 mostra que a diferenca de desempenho entre os dois
grupos — controle e terceira idade — foi maior para os odores de uva, maracuja, melao,
mostarda, gengibre, vinagre, mamao, noz moscada, chocolate, &gua—sanitaria, acetona, tabaco

e pinga; ndo havendo, no momento, uma explicacao para essa ocorréncia.
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Figura 2.8: Porcentagem de identificacdes corretas do grupo controle e da terceira idade em
cada um dos 36 odores do teste “Pastilhas de Odor”.

Finalmente, a Figura 2.9A apresenta a porcentagem de respostas corretas obtidas no
teste “Pastilhas de Odor” pelos individuos do sexo feminino da populagao controle (n=75) e dos

individuos da terceira idade (n=50) em diferentes grupos de idade. Os resultados indicam que

50



realmente a capacidade de identificagdo de odores dos individuos diminui com o0 aumento da
idade, sendo que esta diminuicao no grupo testado ocorreu gradativamente a partir dos 50 anos
de idade. A Figura 2.9B apresenta os resultados obtidos por Doty et al. (1984) na utilizacao do
UPSIT em individuos dos sexos masculinos e femininos da populag¢ao controle e individuos da
terceira idade. Utilizando-se o UPSIT, Doty et al. (1984) também observou uma leve diminuigao
da capacidade olfatéria nos individuos a partir dos 50 anos de idade, ocorrendo uma maior
queda a partir dos 70 anos de idade. O fato do teste “Pastilhas de Odor” ter confirmado as
observacoes de Doty et al. (1984), constroi validade ao teste como um instrumento de avaliagao

da capacidade olfatéria de individuos.
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Figura 2.9A: Porcentagem de respostas corretas em diferentes idades de individuos do sexo
feminino do grupo controle e terceira idade utilizando-se o teste “Pastilhas de Odor”.
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Figura 2.9B: Numero de pontos corretos em diferentes idades de individuos do sexo feminino e
masculino do grupo controle e terceira idade utilizando-se o teste UPSIT.
2.3.2.2 Homens vs. Mulheres

Quando os dados de homens (n=75) e mulheres (n=75) do grupo controle (Grupo )
foram avaliados, verificou-se uma média de acertos de 97,9% entre as mulheres, e de 95,3%

entre os homens.

A Figura 2.10 demonstra que a superioridade das mulheres sobre os homens na
identificacdao de odores, embora muito pequena, € homogénea para todas as amostras, a
excegao das pastilhas com odor de maca verde, baunilha, laranja, uva, cebola, limao, bacon e
abacaxi, para as quais os homens apresentaram resultados iguais as mulheres, e para o odor
de café, nos quais os homens superaram as mulheres. O teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-
Mann-Whitney confirmou superioridade de desempenho das mulheres (p=0,0003) com relacao

a identificacdo de 27 dos 36 odores: amendoim, cravo, canela, orégano, menta, eucalipto, alho,

52



maracuja, gasolina, gengibre, mostarda, banana, erva-doce, mel, vinagre, coco, péssego, agua

sanitaria, manteiga, melao, queijo, mamao, tabaco, acetona, chocolate, pinga, noz moscada.

Superioridade das mulheres na identificagdo de odores tem sido verificada por varios
pesquisadores (Choudhury et al., 2003; Mackay-Sim et al., 2004; Olofsson & Nordin, 2004),
inclusive Doty et al. (1984), que na validacao do UPSIT observaram que a média e mediana da
% de identificagdo correta obtida pelas mulheres foi maior que a dos homens em praticamente
todas as idades estudadas. Para os homens com idade entre 10-49 anos, os valores da
mediana foram de 92,5% e para as mulheres, de 95%, ambos valores muito préximos aos
obtidos pela aplicacao de “Pastilhas de Odor” em 75 homens e 75 mulheres do grupo controle,

de idades entre 18 e 46 anos.

A superioridade das mulheres em testes de avaliagdo da funcao olfatéria, incluindo a
identificacdo de odores, foi atribuida por Bengtsson et al. (2001) a diferengcas de natureza
cognitiva, apds os autores terem analisado as ativagdes bilaterais na amigdala, cértex piriforme

e insular em ambos os sexos, sem encontrar diferengas significativas.
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Figura 2.10: Porcentagens de homens e mulheres do grupo controle que identificaram

corretamente cada odor do teste “Pastilhas de Odor”.

2.3.2.3 Populacao Controle vs. Portadores de Epilepsia do Lobo temporal (ELT)

Quando o teste “Pastilhas de Odor” foi aplicado de forma mono-rinal no grupo controle

(n= 50) e em portadores de e

cirurgia (n=18) como os portadores de epilepsia que haviam sofrido cirurgia (n=23),
apresentaram menor capacidade de identificagdo de odores que os individuos do grupo
controle; em ambas as narinas (Figura 2.11). Uma menor capacidade de identificacao dos
portadores de epilepsia que realizaram cirurgia, comparativamente aqueles portadores que nao

haviam sofrido cirurgia, pode também ser observada para ambas as narinas (Figura 2.11).

pilepsia, observou-se que tanto os portadores de epilepsia sem
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Tanto para a narina esquerda, como para a narina direita, testes estatisticos
confirmaram diferenga significativa dos dois grupos de portadores de epilepsia
comparativamente ao grupo controle (p< 0,05). Para a narina esquerda, o grupo controle
apresentou porcentagem de identificacdo correta de 92,44+5,35%, os portadores de epilepsia
sem cirurgia de 82,38+16,29% e os que realizaram cirurgia de 74,40+18,93%. Para a narina
direita, o grupo controle apresentou porcentagem de identificagdo correta de 90,77+8,14% e os
grupos de portadores de epilepsia sem e com cirurgia de 79,93+16,30% e 71,25+19,43%
respectivamente. Embora os pacientes portadores de epilepsia que realizaram cirurgia tenham
apresentado porcentagens de acerto inferiores aos pacientes que nao haviam realizado cirurgia,
essa diferenca nao foi significativa a p< 0,05, nem para a narina esquerda (p=0,1614) nem para

a narina direita (p=0,1362).

100

mNE
mND

% deidentificagcdes corretas
2

Controle B Tsem cirurgia BLT pos cirurgia

Figura 2.11: Porcentagem de identificagdo dos odores “Pastilhas de Odor” alcancada pelo
grupo controle (grupo ), portadores de epilepsia sem cirurgia (grupo lll), portadores de epilepsia
pos cirurgia (grupo V). NE: narina esquerda, ND: narina direita.
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A Figura 2.12 apresenta resultados de pacientes portadores de epilepsia sem e apés
cirurgia referentes a porcentagem de identificagées corretas de odores para a narina ipsilateral
e contralateral ao lado da lesao/lobectomia. O grupo de pacientes pdés-cirirgicos apresentou
menor porcentagem de identificagbes corretas de odores na narina ipsilateral a lobectomia
(p=0,018). Para o grupo de pacientes sem cirurgia nao houve diferenca significativa entre as
narinas ipsilateral e contralateral a lesédo cerebral (p=0,05). Para o grupo de ELT sem cirurgia, a
porcentagem de identificagbes corretas para a narina ipsilateral foi de 79,63+15,71% e para a
narina contralateral de 82,71+£16,81%. Para o grupo de pacientes pds-cirargicos o desempenho
para as narinas ipsilateral e contralateral foram de 68,12+20,32% e 77,54%16,79%,
respectivamente. Nos estudos conduzidos por Eskenazi et al., (1986) e Savic et al., (1997)
pacientes portadores de ELT também apresentaram menor desempenho na capacidade de

identificacdo de odores na narina ipsilateral a lesao cerebral.
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Figura 2.12: Porcentagem de identificagcdo dos odores “Pastilhas de Odor” alcancada pelos
portadores de epilepsia sem cirurgia (grupo lll) e portadores de epilepsia pos cirurgia (grupo V)
nas narinas ipsilateral e contralateral a lesdo/lobectomia.
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As diferengas entre o grupo controle e os portadores de epilepsia ndo podem ser
atribuidas a diferengas na acuidade olfatéria entre os grupos, dado que os limiares de detecgao
do alcool fenil etilico (PEA) para as narinas esquerda e direita dos individuos dos citados
grupos, nao diferiram significativamente (p=0,05) entre si, conforme mostram as Tabelas 2.5.
Quando se avaliou os limiares de detecgdo para as narinas ipsilateral e contralateral a
lesao/lobectomia de pacientes portadores de ELT (Tabela 2.6), ndo houve diferenca significativa
entre os resultados encontrados (p=0,05). Esses resultados excluem a possibilidade de perda
olfatéria primaria dos portadores de epilepsia, sugerindo que a perda da capacidade de

identificacdo de odores deve-se a danos em estruturas olfatorias centrais e/ou conexdes.

O limiar de deteccao médio (v/v) da populagdo controle (n=50) foi de 3,72x10° para a
narina esquerda e 3,85 x10°® para a narina direita. Valores muito similares foram obtidos junto
aos portadores de epilepsia, sendo que 0s pacientes que nao realizaram cirurgia (n=18)
apresentaram valor de 9,06x10° para narina esquerda e 9,10 x10° para narina direita. Os
pacientes que realizaram cirurgia (n=23) apresentaram valor de 5,12x10° para a narina
esquerda e 6,50x10° para a narina direita (Tabela 2.5). Esses resultados sdo similares aos
reportados por Kohler et al. (2001), que encontraram para um grupo controle, composto de 25
individuos, limiares de deteccdo para o PEA igual 5,24x10° para a narina direita e 3,16x10°

para a narina esquerda.

Tabela 2.5: Valores médios de limiar de detec¢do ao alcool fenil etilico (v/v) e respectivos
desvios-padrdo para a narina esquerda e direita da populagdo controle (grupo I, n=50) e
portadores de epilepsia sem cirurgia (grupo lll, n=18) e apos cirurgia (grupo 1V, n=23).

Narina Esquerda Narina Direita
Controle 3,72E-06° + 8,87E-06 3,85E-06° + 5,90E-06
Epilepsia sem cirurgia 9,06E-06 + 2,35E-05 9,10E-06° + 2,27E-05
Epilepsia apoés cirurgia 5,12E-06% + 7,13E-06 6,50E-06° + 1,03E-06

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.
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Tabela 2.6: Valores médios de limiar de detecgdo ao alcool fenil etilico (v/v) e respectivos
desvios-padrdo para a narina ipsilateral e contralateral de portadores de epilepsia sem cirurgia
(grupo lll, n=18) e apdbs cirurgia (grupo IV, n=23).

Narina Ipsilateral Narina Contralateral
Epilepsia sem cirurgia 8,54E-06% + 2,26E-05 8,09E-06° + 2,27E-05
Epilepsia apds cirurgia 7,47E-06% + 1,02E-06 4,15E-06% + 7,00E-06

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.

Redugao da capacidade de portadores de epilepsia em identificar odores foi também
reportada por Carrol et al, (1993) que, ao avaliarem a capacidade de pacientes portadores de
epilepsia (ELT direito, ELT esquerdo e ndo ELT) identificarem odores comuns, constataram que
todos os individuos apresentavam essa fungao prejudicada. Da mesma forma, Kohler et al.
(2001) comparando portadores de epilepsia (ELT direito e ELT esquerdo) com individuos
normais, verificaram que individuos com ELT direito apresentavam significativa disfuncao
olfatéria em testes de identificagdo de odor. Finalmente, Morrison et al. (2002) ao compararem a
capacidade de identificacdo de odor de portadores de epilepsia com individuos do grupo

controle, constataram que pacientes com epilepsia apresentavam desempenhos inferiores.

2.3.3 Confiabilidade do teste “Pastilhas de Odor”

Quando o teste “Pastilhas de Odor” foi aplicado em 38 individuos (grupo controle e
terceira idade) em duas repetigcbes consecutivas, intercaladas por um periodo de 2 semanas,
obteve-se um valor de coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre os dados da primeira e
segunda aplicacédo, igual a 0,8725 (p<0,001) (Figura 2.13). Nao houve diferenca significativa
(p=0,05) entre a porcentagem de identificacbes corretas obtidas na primeira (teste) (90,28 +
9,26) e segunda (re-teste) (90,64 + 9,67) repeticao do teste. Estes resultados indicam que
“Pastilhas de Odor” apresentou alto coeficiente de confiabilidade, compativel aqueles
observados em outros testes olfatométricos de identificacdo de odores como: o UPSIT,

desenvolvido por Doty et al. (1984) (r=0,95, p<0,001); o Sniffin’ Sticks de Kobal et al. (1996)
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(r=0,75 p<0,001); o SOIT de Nordin et al. (1998) (r= 0,79, p<0,001) e Saito et al. (2006)
(r=0,772, p<0,001).
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Figura 2.13: Correlacao entre a porcentagem de identificacdes corretas de individuos dos
grupos | e Il obtida no teste e reteste (n = 38) do teste de identificagdo “Pastilhas de Odor”.

2.3.4 Estabilidade das pastilhas de odor

Quando as pastilhnas armazenadas por 3 meses a temperatura ambiente (00 26 °C)
foram utilizadas para aplicar o teste “Pastilhas de Odor” nos individuos do grupo controle
(n=150), ndo houve diferencas significativas (p=0,05) da percentagem de identificacdes
corretas dos individuos, comparativamente as pastilhas recém elaboradas. Portanto, as
pastilhas de odor embaladas conforme anteriormente descrito apresentam-se estaveis no

periodo de 3 meses apos a produgao.
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2.4 CONCLUSAO

No presente estudo, um instrumento de facil administracdo para avaliar a capacidade de
identificacado de odores dos individuos foi desenvolvido e intitulado “Pastilhas de Odor”.
Testando-se seu desempenho e validade através de metodologias sugeridas por Doty et al.
(1984), verificou-se que a ferramenta desenvolvida é apropriada para uso em testes olfatorios.
Com o teste “Pastilhas de Odor” foi possivel detectar a superioridade das mulheres na
identificacdo de odores e a diminuicdo da funcdo olfatéria com o aumento da idade dos
individuos. Pacientes portadores de epilepsia do lobo temporal, sem cirurgia e apos ressecc¢ao
do lobo temporal, apresentando limiar de detecgdo normal ao alcool fenil etilico mostraram,
como esperado, desempenho inferior ao grupo controle no teste de identificagao de odores. O
fato do teste “Pastilhas de Odor” diferenciar de um grupo controle, individuos da terceira idade e
portadores de epilepsia, conhecidos por apresentarem disfungao olfatéria, constréi validade
para sua utilizagdo em diagnésticos clinicos para a avaliacdo da capacidade de identificacéo de
odores de individuos. O teste também apresentou alto coeficiente de correlagéo (r=0,8725,
p<0,001) no teste-reteste com intervalo de duas semanas, confirmando que “Pastilhas de Odor”
e um teste confiavel para ser utilizado na avaliacdo da funcao olfatéria de individuos. As
pastilhas associados ao teste mostraram-se estaveis por 3 meses quando armazenadas na

embalagem original a temperatura ambiente.
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Capitulo 3. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE TESTE DE AVALIACAO DA

CAPACIDADE DE DISCRIMINAGAO DE ODORES DE INDIVIDUOS

RESUMO

Memoria olfatéria e capacidade em discriminar odores, s@o fungées muitas vezes reduzidas em
algumas desordens cerebrais, como a epilepsia, doenca de Parkinson e Alzheimer. Assim,
testes de discriminagdo de odores tém sido ferramentas valiosas em diagnésticos precoces
dessas condigbes patoldgicas. Por esse motivo, no presente estudo foi desenvolvido, testado e
validado um teste para avaliar a capacidade de discriminacdo de odores de individuos. Para o
desenvolvimento do teste, 24 volateis odoriferos puros (P.A.), associados a 6 diferentes
categorias de odor (doce, verde, frutal, citrico, floral e desagradavel) foram selecionados e
diluidos em propilenoglicol. Com essas amostras, 36 testes de comparagdo pareada foram
construidos, onde em cada categoria de odor, uma amostra alvo foi selecionada para ser
comparada com as demais da mesma categoria. Trés grupos de individuos participaram deste
estudo: grupo controle, grupo da terceira idade e grupo de individuos portadores de epilepsia do
lobo temporal (ELT). Os dados obtidos no teste de discriminagéo de odores foram analisados
utilizando-se a teoria “signal-detection”, que gerou para cada individuo, os parametros: taxa de
acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder discriminativo (d’L) e vicio de resposta (CL).
Os grupos da terceira idade e dos portadores de epilepsia apresentaram menor poder
discriminativo e taxa de acertos (p<0.05) comparativamente aos individuos do grupo controle.
Nao houve diferenca entre homens e mulheres do grupo controle (p=0,05) quanto ao poder
discriminativo. Os resultados obtidos nesse estudo confirmam que tanto a epilepsia de lobo
temporal, como o aumento da idade do individuo, podem alterar os processos de codificagdo
olfatéria e/ou memoria de curto termo do individuo, diminuindo sua capacidade em discriminar

odores pertencentes a uma mesma categoria. O fato do teste de discriminagdo de odores
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desenvolvido na presente pesquisa ter detectado essa deficiéncia em portadores de epilepsia e
individuos da terceira idade, constréi validade para sua utilizagdo em diagndsticos associados a

essas populagoes.

Palavras-chave: Olfato, teste de discriminagcdo de odores, disfuncao olfatéria, terceira idade,

epilepsia.

3.1 INTRODUCAO

Perda ou diminuigao do sentido do olfato ndo € uma ocorréncia incomum na populagao
em geral e contribui para a redugéo da qualidade de vida, saude e seguranga dos individuos
(Cerf-Ducastel & Murphy, 2003; Kovacs, 2004; Frasnelli & Hummel, 2005; Croy et al., 2010).
Estima-se que 1% da populagcdo em geral apresenta perda total do olfato (Wysocki & Gilbert,

1989; Bromley, 2004).

Diversos fatores influenciam o desempenho da fungao olfatéria, dentre eles destacam-
se 0 género e idade dos individuos (Doty et al., 1984; Doty et al., 1985; Wang et al., 2005;
Rawson, 2006; Larsson et al., 2009). Mulheres em geral, apresentam melhor fungéo olfatéria
que homens (Doty et al., 1984; Brand & Millot, 2001; Choudhury et al., 2003). Por sua vez,
perda da fungéo olfatéria ocorre em 50% da populagdo com idade entre 65 e 80 anos e em 75%

dos individuos com idade superior a 80 anos (Doty et al., 1984; Ship & Weiffenbach, 1993).

A disfuncgéo olfatéria também pode ser decorrente de uma das seguintes condigdes: i)
diminuicdo de condutividade ou transporte dos compostos volateis aos receptores olfativos
devido a obstrugcdo de vias nasais, ii) perdas sensorineurais devido a danos no neuroepitélio

olfatério e, iii) comprometimento da regido neural olfatéria central devido a danos no sistema
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nervoso central (Deems et al., 1991; Victor et al., 2001; Doty & Deems, 2001; Kovacs, 2004;

Doty, 2005).

Diversas patologias e desordens cerebrais como Alzheimer, doenca de Parkinson,
esclerose multipla, esquizofrenia, sindrome de Kallmann, entre outras estdo associadas a perda
ou diminuicédo do olfato (West & Doty, 1995; Doty et al., 1997; Mesholam et al., 1998; Moberg et
al., 1999; Doty & Deems, 2001; Kovacs, 2004). Dentre as desordens cerebrais de impacto sobre
a capacidade olfatéria encontra-se a epilepsia, que tem sido associada a deficiéncias na
capacidade de discriminagao, identificacdo e memoria de curto e longo termo para odores
(Eskenazi et al., 1986; Carrol et al., 1993; West & Doty, 1995; Savic et al., 1997; Kohler et al.,

2001; Hudry et al., 2003).

A epilepsia é definida como um disturbio cerebral causado por predisposicao
persistente do cérebro em gerar crises epilépticas. A epilepsia do lobo temporal (ELT) € a forma
mais comum de epilepsia focal na populagéo adulta, sendo responsavel por 40% de todos os
casos de epilepsia nesta populacdo (Engel & Shields, 1997). Na ELT, 60% dos pacientes
apresentam epilepsia do lobo temporal mesial (Engel & Shields, 1997), sendo que 50-70%
desses pacientes refratarios ao tratamento medicamentoso apresentam esclerose hipocampal
(Babb et al., 1984; Mathern et al., 1996; Andrade-Valenca et al., 2006) podendo haver também
comprometimento de outras estruturas mesiais do lobo temporal e do cértex entorrinal, incluindo

anormalidades da substancia branca e neocortex do lobo temporal (Kasper et al., 1999).

Muitos estudos relacionando disfungédo olfatéria e epilepsia tém sido realizados em
portadores de epilepsia do lobo temporal, uma vez que o sistema limbico, localizado no lobo

temporal, abriga estruturas que processam sinais gerados por estimulos olfatérios que estao
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alteradas. Dentre essas estruturas citam-se a amigdala, cortex piriforme, cértex entorrinal e

hipocampo (West & Doty, 1995; Kohler et al, 2001; Grant, 2005).

Devido ao fato dos aferentes olfatérios projetarem-se ipsilateralmente da narina ao
cortex do individuo, testes olfatérios tém sido utilizados para identificar e lateralizar regides
epileptogénicas de origem no lobo temporal (Savic et al., 1997; Doty, 2008). Assim, testes de
avaliagdo da fungao olfatéria de individuos tém sido propostos, cientificamente validados e

utilizados em diagnésticos e pesquisas na area de neurociéncia.

Dentre os testes olfatérios mais utilizados para avaliar com seguranca a funcao
olfatéria dos individuos, e principalmente relacionar disfungéo olfatéria e epilepsia, encontra-se
o teste de discriminagcao de odores. Este teste requer que o individuo avalie se dois odores séo
iguais ou diferentes (Zatorre & Jones Gotman, 1991; Kobal et al., 2000). Diversos pares de
amostras apresentando odores iguais ou diferentes sdo submetidos a avaliagdo do individuo, e
sua capacidade de discriminacao é calculada de acordo com a propor¢ao de pares de amostras
que sao corretamente identificadas como possuindo odores iguais ou diferentes (Potter &
Butters, 1980; Zatorre & Jones Gotman, 1991). Os resultados também podem ser avaliados
utilizando a teoria “signal detection”, considerando-se as identificagdes corretas e os alarmes

falsos (Hudry et al., 2003).

Diferentes testes tém sido utilizados para avaliar a capacidade de discriminagcao de
odores dos individuos. Uma versdo modificada do teste desenvolvido e patenteado pela
Universidade da Pensilvania, conhecido como “University of Pennsylvania Smell Identification
Test (UPSIT)” (Doty et al., 1984) tem sido utilizada como teste de discriminagao de odores. No

UPSIT, os estimulos odoriferos estdo contidos em microcépsulas fixadas em tiras de papel e os
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individuos sao solicitados a rasparem as tiras para que o odor seja liberado. Para o teste de
discriminacao de odores, utiliza-se um livreto contendo 16 itens, ou seja, 16 testes individuais.
Cada item apresenta trés odores microencapsulados, sendo que dois odores sdo iguais e um
odor é diferente. Na avaliacdo, é solicitado que o individuo, apés liberar os odores por

raspagem, identifique o odor diferente (Doty et al., 1994).

Opcionalmente, Kobal et al., (1996), Hummel et al., (1997) e Kobal et al., (2000),
desenvolveram o que eles denominaram “bastdo de cheirar” (sniffin’ sticks). Trata-se de um
bastao similar a uma caneta hidrocor que, ao invés de tinta, € quantitativamente preenchida
com uma esséncia odorifera. Assim como realizado na versao modificada do UPSIT (Doty et al.,
1994), para o teste de discriminacdo de odores, 16 itens sdo avaliados e, em cada item, trés
odores sao apresentados ao individuo, sendo dois iguais e um diferente; o individuo é solicitado

a identificar qual dos trés bastdes apresenta o odor diferente.

Outros pesquisadores tém utilizado testes de discriminagao de odores em diferentes
meios de apresentacao, com pares de odores que sao avaliados de acordo com a similaridade
e diferenca, com itens modificados e validados para a populacdo em estudo (Parola & Libertini,

1999; Zatorre & Jones Gotman, 1991; Dade et al., 2002; Hudry et al., 2003).

Para que um teste de discriminacdo de odores seja eficiente, é de fundamental
importancia que seja composto por substancias odoriferas puras (P.A.), que ndo apresentem
contaminantes que possam interferir na avaliacao (Doty et al., 1978). Adicionalmente, alguns
estimulos odoriferos do teste devem estimular preferencialmente o sistema olfatério, enquanto

outros devem estimular o sistema trigeminal (Doty et al, 1978). Finalmente, qualidade do aroma
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dos volateis selecionados deve estar homogeneamente distribuida em diferentes categorias

odoriferas (Dade et al., 2002) como por exemplo: floral, frutal, verde, dentre outras.

No Brasil, um teste que possa ser utilizado com seguranca e eficiéncia para a
avaliagdo da capacidade de discriminagdo de odores dos individuos, ainda nao foi
adequadamente desenvolvido e validado. Esta € uma dificuldade adicional a ser transposta por
nossos pesquisadores que tentam relacionar fungédo olfatéria com desordens cerebrais,
notadamente a epilepsia. E necessario, portanto, o desenvolvimento e validagdo de mais esta
ferramenta de avaliacédo e diagnéstico da fungéo olfatéria de individuos portadores de distarbios
cerebrais, notadamente a epilepsia, que acomete 1% da populacdo mundial -cerca 60 milhées
de pessoas- (Sander, 1996) e, no Brasil, aproximadamente trés milhdes de individuos (Min,

2005).

Assim, os objetivos da presente pesquisa foram:
i) desenvolver, testar e validar uma metodologia para avaliagdo da capacidade de
discriminacao de odores, que apresente eficiéncia na avaliagdo da funcao olfatéria de
individuos da populagao brasileira;
i) avaliar a potencialidade da metodologia desenvolvida para uso em pré-diagnostico clinico de

pacientes portadores de epilepsia.

3.2 MATERIAIS E METODOS
O presente estudo foi desenvolvido nos laboratérios de andlise sensorial da Faculdade
de Engenharia de Alimentos (FEA) e nas dependéncias da area de neurologia do Hospital das

Clinicas (HC), ambos pertencentes a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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Em atendimento a resolugdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Brasil, a
pesquisa foi aprovada pelo Comité de FEtica da UNICAMP, sob protocolo CAAE
0098.0.146.0000-06. Assim, todos os voluntarios que participaram desta pesquisa foram
devidamente informados quanto aos objetivos do estudo e assinaram um documento de

consentimento livre e esclarecido (Anexo A).

3.2.1 Voluntarios
Trés grupos de individuos participaram deste estudo: grupo controle, grupo da terceira

idade e grupo de individuos portadores de epilepsia do lobo temporal (ELT).

O grupo controle (grupo ) consistiu-se em 198 individuos brasileiros de 18 a 48 anos de
idade, recrutados entre estudantes de graduagao, pds-graduacgao e funcionarios da UNICAMP.
O grupo da terceira idade (grupo Il) foi recrutado entre estudantes da Universidade da Terceira
Idade de Sao Joao da Boa Vista, SP e foi composto por 14 individuos do sexo feminino com
idade acima de 60 anos. O grupo dos portadores de epilepsia (grupo Ill) consistiu-se em 19
portadores de epilepsia do lobo temporal (ELT), com idades entre 15 e 50 anos, diagnosticadas
por pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP com base em histérico e
caracteristicas clinicas, EEG e MRI. Todos os 19 portadores (ELT) haviam previamente sido
submetidos a intervengao cirurgica para tratamento de epilepsia do lobo temporal. No momento
da aplicagdo do teste, os pacientes estavam sob tratamento de drogas antiepilépticas,
encontrando-se clinicamente estaveis. Todos os pacientes apresentavam inteligéncia normal,

com QI superior a 78 na escala Wechsler (Wechsler, 1981).

Em uma entrevista inicial, todos os voluntarios responderam a um questionario sobre

condicoes de saude (Anexo B), e com base nas respostas fornecidas, foram excluidos os
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individuos que apresentavam: rinite, adenodide, sinusite, asma; alergias associadas a
substancias odoriferas, gravidez, fase de amamentacao, cirurgia no nariz, exposicao diaria a
ambientes com odores; administracdo nasal de medicamentos; entre outras condicbes de

impacto conhecido sobre o olfato humano.

Os testes sensoriais foram realizados em ambiente confortavel, climatizado e com
adequada renovagao de ar. Os testes foram aplicados através de entrevista individual,

conduzida pela propria pesquisadora.

3.2.2 Desenvolvimento do teste de discriminacao de odores

3.2.2.1 Sele¢ao dos volateis odoriferos

Inicialmente 24 compostos odoriferos puros (P.A.) foram selecionados de forma a
atender aos seguintes requisitos: i) alguns compostos deveriam estimular preferencialmente o
sistema olfatério, como o alcool fenil etilico (Doty et al., 1978); ii) alguns compostos deveriam
estimular fortemente o sistema trigeminal, como o n-butanol (Doty et al., 1978); iii) a qualidade
do aroma dos volateis selecionados deveria estar homogeneamente distribuida entre as
seguintes categorias de odor: frutal, doce, grama verde, citrico e floral; devendo-se também
incluir uma categoria a parte, composta por aromas desagradaveis (Dade et al., 2002) e, v) as
amostras deveriam apresentar intensidade moderada de aroma, ndo se mostrando nem muito
forte de forma a distorcer a qualidade do aroma e/ou promover excessiva pungéncia, € nem

muito fraca, de forma a dificultar a percepgao dos individuos.

Assim, seguindo-se os procedimentos sugeridos por Dade et al., (2002) e dados da

literatura cientifica sobre a qualidade de aroma de volateis odoriferos (Amoore, 1969), dezenas
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de compostos odoriferos puros, pertencentes ao laboratério de analise sensorial da Faculdade
de Engenharia de Alimentos (FEA) da UNICAMP foram avaliados por dois pesquisadores
habituados em avaliacdo sensorial olfativa e, para cada categoria de odor, foram definidos
quatro volateis odoriferos, totalizando-se uma bateria de teste contendo 24 diferentes odores.
Em cada categoria de odor, um aroma alvo foi selecionado para ser comparado com os demais
odores da mesma categoria, aumentando-se assim, a eficiéncia do teste em identificar
individuos com funcéao olfatério reduzida (Dade et al., 2002). Escolheu-se como odor alvo, o
composto que apresentou maior similaridade de odor com os demais. A Tabela 3.1 identifica as
categorias odoriferas, os compostos selecionados, seus odores caracteristicos, bem como o
odor alvo de cada categoria do teste olfatério desenvolvido. Com excegcdo dos odores 2,4
dimetilbenzaldeido e valenceno, todos os demais odores apresentavam pureza cromatografica

variando em 98 e 99%. Estes dois ultimos apresentam respectivamente 90% e 70% de pureza.

3.2.2.2 Formulacao dos estimulos odoriferos

Em testes olfatérios, os compostos odoriferos podem ser diluidos em agua, 6leo mineral,
ftalato de dietila ou propilenoglicol (Amoore, 1976, Hudry et al., 2003, Martinez et al., 1993, Doty
2006, Kaneda et al., 2000 e Doty et al., 2006), Na presente pesquisa, escolheu-se o
propilenoglicol como veiculo de diluicdo e apresentagcdo dos estimulos odoriferos, pois, além de
ser inodoro e atdxico, este solvente é o agente de diluicdo mais indicado em estudos psicofisicos

(Doty et al., 1986).

Assim, 24 amostras-testes foram desenvolvidas, diluindo-se cada composto listado na
Tabela 3.1, pertencentes ao banco de compostos odoriferos da FEA-Unicamp, em
propilenoglicol. Inicialmente uma solugéo-padrdo foi desenvolvida para cada composto, a partir

da qual, diferentes diluigbes foram realizadas, até obter-se, para cada composto, uma solugao
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apresentando intensidade de aroma prdoxima a 5 (moderada) em uma escala hibrida de 9 cm
ancorada com os seguintes termos: O=muito fraco, 4,5=moderado, 9=muito forte. Nesta etapa da
pesquisa, a intensidade do aroma de cada solugdo foi avaliada por dois pesquisadores do

presente estudo habituados em realizar avaliagbes de aromas e fragrancias.

Para a apresentacdo dos estimulos odoriferos, optou-se por utilizar frascos de vidro de
100 mL, de cor ambar, com didmetro de abertura de 3,5 cm e providos com tampa tipo rosca de
plastico (Figura 3.1). Esta € uma das formas mais adequadas de apresentacao de amostras em
testes de detecgéao e discriminacao de odores, dado que o headspace formado no frasco garante
a padronizagdo da concentracd@o e intensidade dos estimulos oferecidos durante todo o teste.

Assim, 20 mL de cada uma das 24 solu¢des desenvolvidas foram alocados nos citados frascos.
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Tabela 3.1: Compostos odoriferos selecionados para compor o teste de avaliagdo da
capacidade de individuos em discriminar odores.

Categoria odorifera

Composto* Qualidade do odor**
Vanilina* Baunilha*
Doce 2,4 Dimetilbenzaldeido® Améndoa’
Cinamato de etila’ Canela*
Trans-crotonoato de etila® Caramelo®
Hexanal® Grama*’
Verde Cis-3-Hexen-1-ol® Verde*
Valenceno? Verde
Trans-2-hexenal’ Verde’
Isovalerato de etila’ Maca Verde*
Erutal y-NonaIalctona7. ] Coco*
Acetato de isoamila Banana*
Butirato de etila’ Abacaxi*
1-(S)-3-Careno® Limao*
Citrico Aldeido caprilico/Octanal® Citrico’
Acetato de terpenila’ Citrico*
Oxido de limoneno® Limao*
(S)-(-)-B-Citronelol® Rosa*
Floral 2-Feniletanol® Rosa’
2-Hidroxiacetofenona® Floral*
Mirceno® Balsamo*’
Desagradavel Acido butirico® Queijo™
n-Butanol® Solvente*
Acido isovalérico® Suor’
Sulfeto de metila® Cebola, Repolho, Podre*
Em negrito estéo identificados os odores-alvo de cada categoria odorifera.
! Alcoqsuimica Ltda (

Piracicaba-SP, CEP: 13400-385), 2 Acros Organics (Belo Horizonte-MG, CEP:31255-150),

Aldrich (S&o Paulo-SP, CEP:04795-100), * Fluka (S0 Paulo-SP, CEP:04795-100), ° Sigma (Sdo Paulo-SP,
CEP:04795-100), ® Sigma-Aldrich (Sao Paulo-SP, CEP:04795-100), ” Flavor Tec (Pindorama — SP, CEP: 15830-000).
**Classificacdo de odor segundo dados da literatura cientifica: * (Burdock, 2002); * (Acree & Arn, 2004).
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Figura 3.1: Frasco utilizado para apresentagéo dos estimulos odoriferos aos individuos.

Uma vez que as amostras-testes deveriam apresentar intensidade moderada e
diferentes niveis de pungéncia, um teste sensorial foi conduzido para assegurar que essas
condi¢des encontravam-se presentes nas amostras. Participaram desse teste 52 voluntarios do
grupo controle (26 homens e 26 mulheres), com idade média de 24,27 + 4,38 anos, sendo a

média de idade das mulheres igual a 24,38 * 5,25 anos e a dos homens de 24,15 + 3,40 anos.

Cada amostra-teste foi avaliada pelos 52 voluntarios quanto a: i) intensidade do odor e,
i) grau de pungéncia (irritabilidade). Para tanto foram utilizadas escalas hibridas de 9 cm,
ancoradas com os termos 0= muito fraco, 4,5=moderado, 9= muito forte (intensidade) e 0=nao
pungente, 4,5=moderado, 9=muito pungente (pungéncia). Cada individuo avaliou as 24
amostras em trés sessoes distintas, seqlenciais, contendo 8 amostras/sessdo. A ordem de

apresentacao das amostras foi aleatorizada entre os individuos.

Em cada avaliacdo, os frascos foram abertos pelos proprios individuos, mantidos
proximos ao nariz para a avaliagao sensorial (Figura 3.2) e posteriormente tampados para que
um novo equilibrio do aroma no headspace do recipiente fosse alcangado. Cada individuo teve o
tempo que achou necessario para completar a avaliagdo de cada amostra, mas o intervalo entre
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uma amostra e a seguinte foi fixo em 30s (Lawless et al., 1991; Jehl et al., 1994; Hudry et al.,
2003). Apés a avaliacdo de cada sessao (8 amostras), os individuos tiveram 5 minutos de

intervalo antes de iniciar a préxima sesséo.

Figura 3.2: Voluntéria realizando o teste de discriminacdo de odores

Os resultados foram analisados por ANOVA (Fontes de Variagédo: individuos e
amostras) e testes de média Dunnet (p=5%), comparando-se a intensidade do odor da amostra
de Cinamato de Etila com as demais. Este volatil foi escolhido como referéncia por ter
apresentado intensidade moderada (5,0 + 2,37) de odor. ANOVA (Fontes de Variagao:
individuos e amostras) e testes de comparacao de média Tukey (p=5%) foram realizados para
verificar possiveis diferencas entre as amostras com relacdo a pungéncia. Finalmente, o efeito
do sexo, sobre a percepgao de intensidade e pungéncia das amostras foi também avaliado

através de ANOVA.
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3.2.3 Desempenho e validacao do teste de discriminacao de odores

Como forma de avaliar o desempenho e validar o teste de discriminagdo de odores
desenvolvido nesta pesquisa, o0 mesmo foi aplicado em trés diferentes grupos de individuos,
apresentando provaveis diferengas em suas fungdes olfatérias. Foram eles: grupo controle, com
funcao olfatéria normal (grupo ), grupo da terceira idade (grupo Il) e grupo de portadores de
epilepsia (grupo 1), os dois ultimos com funcao olfatéria supostamente reduzida (Schiffman &
Pasternak, 1979; Zatorre & Jones-Gotman, 1991; Martinez et al., 1993; Kobal et al., 2000; Dade

et al., 2002).

Na seqléncia, avaliou-se a capacidade do teste de discriminacdo de odores
desenvolvido na presente pesquisa em: i) segmentar os diferentes grupos, ii) produzir resultados
comparaveis aos gerados por outros testes olfatorios de discriminagdo de odores, como 0s
desenvolvidos por Dade et al., (2002) e Hudry et al., (2003) e, iii) identificar o efeito “sexo” sobre

a capacidade olfatéria de individuos normais.

3.2.3.1 Teste olfatério

O teste de discriminagéo de odores desenvolvido na presente pesquisa consistiu-se em
uma bateria de 36 testes de comparacao pareada, onde, em cada categoria de odor (Tabela
3.1), a amostra alvo foi comparada com todas as demais amostras da mesma categoria
(amostras diferentes), e as amostras da mesma categoria também foram comparadas consigo
proprias (amostras iguais). Todas as amostras foram apresentadas aos individuos de forma
codificada com numeros aleatérios de trés digitos. Dezoito (18) pares foram formados por
compostos odoriferos idénticos, e os demais 18 por compostos odoriferos diferentes. Os testes
foram separados em 4 sessodes (9 testes por sessédo), com a ordem de apresentagdo dos testes

e amostras aleatorizada entre os julgadores, ndo ocorrendo a apresentacao sequencial de testes
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de uma mesma categoria de odor (Tabela 3.1). Os individuos avaliaram cada par de amostras
respondendo se elas eram iguais ou diferentes entre si. Uma resposta foi sempre solicitada,
mesmo que o individuo ndo soubesse identificar com certeza se dentro do par de amostras, 0s

estimulos eram iguais ou diferentes.

O tempo para completar a avaliacdo de cada par de amostras foi deixado livre para
cada individuo, sendo que era permitido ao individuo cheirar as amostras quantas vezes fossem
necessarias; porém, um intervalo de 30 segundos entre as apresentagbes de dois testes
consecutivos (Lawless et al., 1991; Jehl et al., 1994; Hudry et al., 2003) e de 2 minutos entre

cada sessao de teste foi rigidamente monitorado pelo pesquisador.

Um total de 79 individuos realizou o teste de forma bi-rinal, sendo 46 do grupo | (19
homens e 27 mulheres) com idade média de 23,6 = 4,5 anos e 14 do grupo Il com idade média
de 70,44 £ 5,0 anos. Por sua vez, 69 individuos realizaram o teste de forma mono-rinal, sendo
50 do grupo | (25 homens e 25 mulheres) com idade média de 23,70 + 5,40 anos e 19 do grupo
[l com idade média de 40 + 10,80 anos. Foi realizada a aplicacao de teste mono-rinal em
portadores de epilepsia (n=19) e em alguns individuos do grupo controle (n=50) para que fosse
possivel avaliar as observacdes de Zatorre & Jones-Gotman (1990) e Zatorre & Jones-Gotman
(1991) de que a capacidade de discriminagao de odores da narina direita de individuos do grupo
controle é superior a da narina esquerda e também para verificar se portadores de epilepsia
apresentam diferengas na capacidade de discriminagdo de odores entre a narina direita e

esquerda.

Na aplicacdo do teste de discriminagéo de odores de forma mono-rinal, uma narina era
tampada com fita Microfoam 3M e o individuo inalava o odor com a narina livre. Para cada
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individuo, metade dos estimulos (18) foi apresentada a narina direita enquanto a esquerda
manteve-se bloqueada, sendo 9 pares de estimulos iguais e 9 pares de estimulos diferentes. A
outra metade dos estimulos (18) foi apresentada a narina esquerda, mantendo-se a narina
direita bloqueada. A ordem de apresentagcao dos odores foi aleatorizada entre os individuos e as

narinas eram trocadas a cada 6 pares de amostras apresentadas.

3.2.3.2 Analise dos resultados

Os resultados do teste de discriminacdo de odores foram analisados utilizando-se a
teoria signal-detection (Banks, 1970; Lockart & Murdock, 1970) conforme célculos descritos por
Corwin, (1989). Desta forma, para cada individuo, quatro parametros foram gerados: 1) taxa de
acertos (HR), 2) taxa de alarmes falsos (FR), 3) poder discriminativo (d’,) e, 4) vicio de resposta

(CL). Os calculos destes parametros encontram-se apresentados abaixo:

HR = (Hits + 0,5)/(N; + 1)
FR = (alarme falso + 0,5)/(N> +1)
d’L = Ln{[HR(1-FR))/[(1-HR)FR]}

C. = 0,5[Ln{[(1-FR)(1-HR)/[(HR)(FR)]}]

Entende-se por “Hit” a correta deteccdo do estimulo (odor) quando ele é de fato
apresentado ao individuo; e entende-se por alarme falso quando um estimulo nao é apresentado
ao individuo e este responde que detecta o estimulo (Goldstein,1989). Assim, no presente estudo,
considerou-se “Hit” quando dois odores idénticos foram apresentados e declarados pelo individuo
como sendo iguais, e como alarme falso quando dois odores diferentes foram apresentados e
declarados pelo individuo como sendo iguais. O poder discriminativo é a capacidade do individuo

em descriminar as amostras e o vicio de resposta reflete a estratégia do participante em responder
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0 que esta disposto, ou seja, fornecer respostas deliberadamente falsas (Abdi, 2009; Da Villa,

2004).

No célculo descrito acima, N1 e N2 representam o numero de testes iguais e diferentes,
respectivamente e Ln significa logaritmo natural. As diferengas de desempenho entre os grupos,

sexo e narina foram avaliadas através do teste t-student.

3.2.4 Acuidade Olfatoria

Adicionalmente, a acuidade olfatéria de 50 individuos do grupo controle (grupo I) com
idade média igual a 25,08 = 4,52 anos e dos portadores de epilepsia (grupo Il) foi avaliada de
forma mono-rinal. Assim, o limiar de detecgdo de cada individuo (threshold) para éalcool fenil
etilico (PEA) foi determinado, utilizando-se o procedimento “single staircase” descrito por Doty
et al., (1995). O teste também foi aplicado de forma bi-rinal em 25 individuos do grupo controle

com idade média de 22,44 + 2,87 anos e nos individuos da terceira idade.

Para a determinacao do limiar de deteccao dos individuos, alcool fenil etilico P.A. foi
diluido em propilenoglicol, a concentracdes variando em escala logaritmica entre 107 a 10
(v/v). Uma série de sete solugdes foi preparada contendo as seguintes concentracdes de PEA:
107, 10°, 10°, 10*, 103, 102 e 10" (v/v). As solucdes foram colocadas em frascos de vidro
transparentes de 100 mL, fechados com tampa plastica de abertura préxima a 2,5 cm (Figura

3.1). Todas as amostras foram codificadas com numero de trés digitos.

O teste iniciou-se com a apresentacao de dois frascos ao individuo: um contendo PEA
na menor concentragao, e outro contendo propilenoglicol puro. O individuo era informado que

um dos frascos continha uma substancia odorifera e o outro ndo, sendo instruido a cheirar os
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dois frascos de forma mono-rinal e identificar qual frasco continha a substancia odorifera. Para
cada nivel de concentragao, o individuo realizava cinco repeticoes desse procedimento. Se uma
ou mais respostas incorretas eram dadas pelo individuo nas cinco repetigdes, a concentragao
imediatamente superior na série ‘“staircase” era similarmente testada. A concentragdo da
substancia odorifera era aumentada em escala logaritmica até ocorrer a detecgéo correta em

cinco repetigdes consecutivas da concentracao apresentada.

Quando o individuo fornecia respostas corretas nas cinco repetigdes de um dado nivel
de concentragao, a “staircase” era invertida; movendo-se para cima e para baixo em acréscimos
ou decréscimos logaritmicos de 1,0, dependendo do desempenho do individuo nos dois testes
de concentragdes subjacentes. A média geométrica dos primeiros quatro pontos da “staircase”
onde a inversao iniciou-se, foi utilizada como a medida referente ao limiar de deteccao do
individuo. A ordem de apresentacao das amostras com e sem estimulo foi balanceada em cada
“degrau” da “staircase”. As diferengas de acuidade olfatéria entre os grupos controle e
portadores de epilepsia, assim como entre 0os grupos controle e terceira idade foram avaliadas

através do teste ndo-parameétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Intensidade e pungéncia dos estimulos odoriferos

A Tabela 3.2 apresenta, para cada um dos 24 estimulos odoriferos que compdéem o
teste de discriminagdo de odores, o0 nome do composto, a diluicdo testada e as médias de
intensidade e pungéncia de cada estimulo, segundo a percepcado dos 52 voluntarios que

participaram do teste.
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Segundo Smith et al., (1993), Doty et al., (1994) e Savic et al., (1997), em testes de
discriminacdo de odores, todos os estimulos odoriferos devem apresentar-se na mesma
intensidade, a qual deve ser moderada, ou seja, situar-se proxima a 5 em uma escala de 9 cm.
Dos 24 estimulos inicialmente formulados para o teste de discriminacdo de odores, 16
atenderam ao requisito quanto a intensidade moderada, ou seja, nao diferiram significativamente
a p<0,05 do composto Cinamato de etila que apresentou intensidade igual a 5,0 + 2,37,
considerada por Smith et al., (1993), Doty et al., (1994) e Savic et al., (1997) a intensidade ideal
para estimulos que compde testes de discriminacao de odores. Essas amostras foram: Aldeido
caprilico/Octanal, 2-Hidroxiacetofenona, Isovalerato de etila, n-Butanol, (S)-(-)-B-Citronelol, y-
Nonalactona, Mirceno, Acido butirico, Cinamato de etila, Acido isovalérico, 2,4
Dimetilbenzaldeido, 2-Feniletanol, Trans-crotonoato de etila, Vanilina, Valenceno e Cis-3-Hexen-

1-ol (Tabela 3.2)

Por sua vez, os compostos Butirato de etila, Oxido de limoneno, Trans 2-hexenal,
Hexanal, 1-(S)-3-Careno, Sulfeto de metila, Acetato de isoamila e Acetato de terpenila diferiram
significativamente, a p<0,05, da intensidade moderada do Cinamato de etila. Assim, uma nova
concentracao foi elaborada para estas oito amostras e o teste refeito. Como € possivel visualizar
na Tabela 3.2, as novas diluicbes dos citados compostos produziram estimulos odoriferos de

intensidade moderada, que nao diferiram significativamente (p<0,05) do Cinamato de etila.

Quanto a pungéncia, a Tabela 3.2 mostra que os 24 estimulos odoriferos, incluiam
odores de maior, menor € moderada pungéncia. Os odores que apresentavam as maiores
pungéncias estimulavam preferencialmente o sistema trigeminal e aqueles que apresentavam
menores pungéncias estimulavam preferencialmente o sistema olfatério (Doty et al., 1978; Doty

et al., 1984). Os estimulos mostrando maiores pungéncias foram: Oxido de limoneno, Butirato de
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etila, 1-(S)-3-Careno, 2-Hidroxiacetofenona, y-Nonalactona, Hexanal e Acetato de terpenila. Ja a
amostra Vanilina foi a que apresentou a menor pungéncia, sendo seguida pelas amostras Cis-3-
Hexen-1-ol e Cinamato de etila. As demais amostras apresentaram pungéncia em grau
moderado ou menor, sendo elas: Aldeido caprilico/Octanal, 2,4 Dimetiloenzaldeido, Trans-
crotonoato de etila, (S)-(-)-B-Citronelol, Mirceno, Trans-2-hexenal, Valenceno, Acido isovalérico,

Acetato de isoamila, 2-Feniletanol, Sulfeto de metila, Isovalerato de etila e n-Butanol.

Tabela 3.2: Média dos valores de intensidade e pungéncia de cada amostra e respectivos

desvios padrao.

Amostras ?2::23: Intensidade’ Pungéncia'
Aldeido caprilico/Octanal 20uL/mL  6,0+1,95™ 4,5 + 2347000
Hexanal 7ul/mL  6,0+1,86"™ 5,0+ 2,322
Oxido de limoneno 7ul/mL  6,0+1,68™ 5,9 + 1,94°
Butirato de etila 3uL/mL 5,95+ 0,92 5,9 + 1,942
2-Hidroxiacetofenona 0,2uL/mL  59+2,12™ 5,3 + 2,58%
Isovalerato de etila iul/mL  5,9+1,98"™ 3,4 +2,70%
Trans-2-hexenal 1,4uL/mL  5,8+1,44™ 3,8+ 2,20°
n-Butanol 20uL/mL  55+221"™ 3,3+2,14°
(S)-(-)-B-Citronelol 10uL/mL  55+1,96"™ 4,0 + 2,57°%
y-Nonalactona 10pL/mL  55+1,89"™ 5,1 + 2,36%°
1-(S)-3-Careno 15uL/mL  55+1,78"™ 5,3 + 2,29%
Acetato de terpenila 15ul/mL 52 +2,17" 4,7+ 2,313cde
Mirceno 0,5uL/mL  52+212"™ 3,9 + 2,320
Acido butirico 10uL/mL 5,1 +227"™ 4,0 + 2,48
Acetato de isoamila 2,4uL/mL  51+156"™ 3,5 + 2,20°%
Cinamato de etila 20uL/mL  5,0+2,37"™ 3,2 + 2,26
Acido isovalérico S5uL/mL  4,9+2,84" 3,7 + 2,23Pdcef
2,4 Dimetilbenzaldeido 2uL/mL  4,9+232"™ 4,3 + 2,900
2-Feniletanol 40uL/mL  4,8+227"™ 3,5 + 2,43
Trans-crotonoato de etila 0,2uL/mL 4,8 +224"™ 4,0 + 2,40°%
Vanilina 20uL/mL  4,7+231"™ 1,7 + 2,009
Valenceno 20uL/mL 4,7 +222" 3,8 + 2,280
Cis-3-Hexen-1-ol 2uL/mL  4,3+217"™ 2,8+ 2,08
Sulfeto de metila 0,18uL/mL  4,3+1,75™ 3,4 +2,63%
Média 5,28 + 2,10 4,08 +1,0

' Em uma mesma coluna, médias acompanhadas pela abreviatura “ns” nao diferem da amostra Cinamato de Etila a

p=<0,05.

2 - . .
Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, n&o diferem entre si a p<0,05.
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Os resultados fornecidos pela ANOVA (F.V. amostra, provador e sexo) mostraram que
sexo foi um efeito significativo (p<5%) para os atributos intensidade e pungéncia. A Tabela 3.3
mostra que, as mulheres, na média, relataram os odores como sendo mais intensos e pungentes
do que fizeram os homens (p<5%). Esse feito foi também relatado por Doty et al., (1984) no

desenvolvimento e validagao do teste de identificacao de odores UPSIT.

Tabela 3.3: Valores médios de intensidade e pungéncia dos 24 estimulos odoriferos do teste de
discriminacdo de odores, segmentados por sexo (n1= 26 homens, n2= 26 mulheres).

Intensidade’ Pungéncia®
Homens 53+223° 3,7 +2,54°
Mulheres 5,9+215?2 4,5 + 2552

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum n&o diferem entre si a p<0,05.
0= muito fraco, 4,5= moderado, 9= muito forte.
20=nao pungente, 4,5= moderado, 9= muito pungente.

3.3.2 Desempenho e validacao do teste de discriminacao de odores

3.3.2.1 Populacgao Controle vs. Terceira Idade

Conforme pode ser observado na Tabela 3.4, o teste de discriminacdo de odores
desenvolvido na presente pesquisa promoveu a segmentagao entre o grupo da terceira idade e
o grupo controle (p<0,05). Como esperado, o desempenho do grupo da terceira idade foi inferior
ao grupo controle, mostrando menor taxa de acertos (HR) (p<0,05), menor poder discriminativo

(d’L) (p=<0,05) e diferente vicio de resposta (C.) (p<0,05) comparativamente ao grupo controle.

Tabela 3.4: Média dos parametros taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder
discriminativo (d’.), vicio de resposta (C.) e respectivos desvios padrdo para a populagéao
controle (Nhomens=19; Nmuheres=27) € 0 grupo da terceira idade (Nmuheres=14).

HR FR d’L CL

Controle 0,8432%+0,1009 0,20372+0,0833 3,3720%+0,9772 -0,2250% + 0,5637
32ldade 0,6692° +0,1561 0,2444%+0,1029 2,0294° + 0,8559  0,2069° + 0,5816

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.
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Os resultados observados no presente estudo foram também reportados por Hummel
et al., (1997) e Kaneda et al., (2000) que, de forma similar, observaram uma diminuicdo da
capacidade de discriminacdo de odores com o aumento da idade dos individuos. Esses
resultados constroem validagdo para o teste de discriminagcdo de odores desenvolvido na

presente pesquisa, para a avaliagcao da fungao olfatéria de individuos brasileiros.

Por sua vez, o limiar de detecgdo médio (v/v) da populacdo controle (n=25) para o
alcool fenil etilico (PEA) foi de 8,02x10°®, nao diferindo significativamente (p<0,05) daquele
encontrado para os individuos da terceira idade, que foi de 25,778 x10°. Os grandes desvios
padrdo associados aos valores médios mencionados (Tabela 3.5) representam a variagao
usualmente associada aos limiares de detecgcdo, que é bastante reconhecida na literatura
cientifica, e reflete diferengcas de acuidade entre os participantes (Stevens et al., 1988; Doty &
Laing, 2003). No presente estudo, essa variagao parece ser maior entre individuos da terceira
idade, o que é coerente com a possibilidade de haver nesse grupo, ja alguns individuos com
razoavel perda de sensibilidade a odores. Entretanto, na media, os dois grupos nao diferiram

entre si (p<0,05) com relacdo a acuidade para detectar o alcool fenil etilico (PEA).

Tabela 3.5: Limiares de detecgdo médios e respectivos desvios padrdo da populagdo controle
(Nhomens=10; Nmuheres=15) € do grupo da terceira idade (Nmyneres=14).

Controle 8,02E-06% + 19,60E-06

32 |Idade 25,778E-06° + 54,00E-06

Medias com letras em comum, ndo diferem entre si a p < 0,05.

De um modo geral, os resultados obtidos no presente estudo assemelham-se ao
reportado por Hummel et al., (1998) que também n&o observou alteragdes no valor do limiar de

deteccéao ao alcool fenil etilico em funcdo do aumento da idade do individuo.
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No presente estudo, esses resultados nos permitem concluir que a diminuicdo da
capacidade de discriminagao de odores observada nos individuos da terceira idade (Tabela 3.4)
nao € majoritariamente decorrente da diminuicdo da acuidade olfatéria desses individuos. Isso
levanta a hipétese de que a redugédo da capacidade de discriminar odores em individuos da
terceira idade poderia estar mais associada a degeneragao de outras estruturas neurologicas
que afetam a habilidade dos individuos em armazenar e relembrar os odores, a semelhancga do

que ocorre em portadores de epilepsia (Hudry et al., 2003).

3.3.2.2 Populacao Controle: Homens vs. Mulheres
A Tabela 3.6 apresenta a taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder
discriminativo (d’.) e vicio de resposta (C.) referentes a homens (n=19) e mulheres (27) da

populacao controle que realizou o teste de discriminacao de odores de forma bi-rinal.

Tabela 3.6: Taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder discriminativo (d'.), vicio
de resposta (C,) e respectivos desvios padrdao da populacdo controle (Nhomens=19; Nmutheres=27)-
HR FR d’L CL

Homens 0,8518%+0,0929 0,2479%+0,0646 3,1027%+0,8639 -0,4106°+ 00,4784
Mulheres  0,8372%+0,1075 0,1725°+0,0817 3,5615%+1,0226  -0,0945% + 0,5905

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.

Conforme pode ser visualizado na Tabela 3.6, homens e mulheres nao diferiram entre
si (p<0,05) com relacdo a taxa de acertos (HR), poder discriminativo (d’L) e vicio de resposta
(Cp). Entretanto, os homens apresentaram taxa de falsos alarmes (FR) significativamente
superior (p<0,05) as mulheres, indicando que os homens reportaram diferencas entre os
estimulos apresentados, de uma forma mais liberal que as mulheres, reportando perceber
diferengas, onde de fato, os estimulos eram iguais. Esses resultados também foram observados

por Hudry et al., (2003), no qual os homens também apresentaram maiores valores de taxa de
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falsos alarmes (FR) que as mulheres (p<0,05). No entanto, nos estudos de Hudry et al., (2003),
as mulheres apresentaram maior poder discriminativo que os homens; enquanto na presente
pesquisa, essa diferenca ndo se mostrou significativa a p<0,05, embora os valores d’L das

mulheres tenha sido superior ao dos homens.

Resultados muito similares podem ser observados nas Tabelas 3.7 e 3.8 quando o
mesmo teste foi aplicado a populagao controle (n=50) de forma mono-rinal, ou seja, as narinas

direita e esquerda analisadas independentemente.

Tabela 3.7: Valores médios da taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder
discriminativo (d’.), vicio de resposta (C.) e respectivos desvios padrao da narina direita da
populacao controle (Nhomens=25; Nmulheres=29).

HR FR d’L CL

Homem (,8220° + 0,1339 0,2820% + 0,1435 2,8989° + 1,2404 -0,3631%+ 0,7014
Mulher  0,8140% + 0,1411 0,2340*+0,1179  3,1070% + 1,0904 -0,2001% + 0,7375

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.

Tabela 3.8: Valores médios da taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder
discriminativo (d’.), vicio de resposta (C,) e respectivos desvios padrao da narina esquerda da
populacdo controle (Nhomens=25; Nmulheres=29).

HR FR d’L CL

Homem  0,8340°+1,2138 0,3453°+0,1577 2,5677%+0,9398 -0,5918%+ 0,6915
Mulher 0,8100°+0,1291 0,2180° +0,1180  3,1597°+1,1395 -0,1365" + 0,6960

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.

A Tabela 3.8 mostra uma vez mais que o parametro vicio de resposta, o qual avalia o
critério de decisao que o individuo adotou quando estava incerto se os odores eram iguais ou
diferentes, foi diferente entre homens e mulheres (p<0,05). De forma similar ao que aconteceu
quando o grupo controle avaliou os 24 estimulos odoriferos de forma bi-rinal (Tabela 3.6), a

Tabela 3.8 mostra que ao avaliarem os estimulos com a narina esquerda, as mulheres
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utilizaram um critério de decisdo neutra (préximo a zero) enquanto os homens apresentaram um
claro vicio de resposta, tendendo a reportar diferengas entre os odores apresentados, quando
0S mesmos eram iguais. A mesma tendéncia pode ser observada quando o grupo controle
avaliou os odores com a narina direita, porém neste caso, a diferenca entre homens e mulheres

nao foi significativa a p<0,05.

3.3.2.3 Populacao Controle: Narina Direita vs. Narina Esquerda

A Tabela 3.9 mostra que ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre o
desempenho dos individuos do grupo controle (n= 50 individuos), quando os mesmos utilizaram
de forma independente, as narinas esquerda e direita para avaliar os odores. N&o houve
diferenca significativa (p<0,05) para nenhum dos parametros analisados, quais sejam: taxa de

acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder discriminativo (d’.) e vicio de resposta (Cy).

Embora estudos realizados por Zatorre & Jones-Gotman (1990) e Zatorre & Jones-
Gotman (1991) reportem que a capacidade de discriminacdo de odores através da narina
direita, em individuos normais, é superior a da narina esquerda, os resultados obtidos no
presente estudo sédo similares aos observados por Savic et al., (1997) e Rupp et al., (2005) que
nao observaram diferenga significativa (p<0,05) de desempenho entre individuos normais, em

funcao da narina, direita ou esquerda, utilizada para avaliar os odores.

Tabela 3.9: Valores médios da taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder
discriminativo (d’), vicio de resposta (C.) e respectivos desvios padrao das narinas esquerda e
direita da populacdo controle (Nhomens=25; Nmulheres=29).

HR FR d’L CL
Direita 0,8180°+0,1362 0,2580%+0,1322  3,0029° + 1,1606 -0,2816% £ 0,7171
Esquerda 0,8220° +0,1521 0,2815°+0,1512  2,8637°+ 1,0761 -0,3641% + 0,7241

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.
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3.3.2.4 Populacao Controle vs. Portadores de Epilepsia

Finalmente, a Figura 3.3 apresenta para as narinas direita (Figura 3A) e esquerda
(Figura 3B) a taxa de acertos (HR), taxa de falsos alarmes (FR), poder discriminativo (d’\) e
vicio de resposta (C.) referentes a populacao controle (n=50) e aos portadores de epilepsia
(n=19) que participaram do presente estudo. A Figura 3C mostra os mesmos parametros,

reportados por Hudry et al. (2003).

Conforme pode ser observado nas Figuras 3A e 3B, os portadores de epilepsia que
participaram da presente pesquisa, apresentaram taxa de acertos (HR) e poder discriminativo
(d’) significativamente inferiores (p<0,05) a populagdo normal. Esses resultados sao
semelhantes aos obtidos por Hudry et al., (2003) (Figura 3C), que sugeriram que devido ao fato
da habilidade de discriminacdo olfatéria incluir a habilidade do individuo em armazenar e
relembrar os odores, a epilepsia de lobo temporal pode alterar os processos de codificacao
olfatéria e/ou meméria de curto termo do individuo. Essa ocorréncia dificulta ao portador de
epilepsia, lembrar a qualidade do odor do ultimo estimulo apresentado e decidir se a mesma era
igual ou diferente do novo estimulo. Ainda segundo Hudry et al., (2003), isso reduz o poder
discriminativo do portador de epilepsia nesse tipo de teste, ainda que sua sensibilidade para
perceber odores (thresholds absolutos) seja comparavel a de individuos normais. O fato do
teste desenvolvido na presente pesquisa ter sido capaz de detectar essa deficiéncia em
portadores de epilepsia constréi validade para sua utilizacdo em diagndésticos associados a

essa populagao.

Por outro lado, ndo se observou diferencga significativa (p<0,05) entre o grupo controle
e 0s portadores de epilepsia com relagdo a taxa de alarmes falsos (FR). Ja para o vicio de

resposta (C.), este foi significativamente maior entre os portadores de epilepsia (p<0,05)
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qguando o teste foi realizado com a narina esquerda. Verifica-se, entretanto (Figura 3.3), que os
portadores apresentaram valores C, muito proximos a zero, ou seja, eles adotaram um critério
mais neutro de resposta do que aquele verificado dentro do grupo controle. Essa ocorréncia
também foi observada quando os individuos utilizaram a narina direita, mas neste caso a
diferengca nao foi significativa a p<0,05. No estudo conduzido por Hudry et al., (2003) os
pacientes portadores de epilepsia apresentaram valores de vicio de resposta superiores ao
grupo controle, quando os valores médios obtidos das narinas esquerda e direita foram

comparados.

Por sua vez, a Tabela 3.10, mostra que o limiar de detecgdo médio (v/v) da populagao
controle (n=50) foi de 3,72x10° para a narina esquerda e de 3,85x10° para a narina direita.
Valores muito similares foram obtidos junto aos portadores de epilepsia, quais sejam: 5,13x10°

para a narina esquerda e 5,84 x10°® para a narina direita.

Testes estatisticos revelaram que os valores do limiar de detecgdo nao diferiram
significativamente (p<0,05) entre os grupos (controle e portadores de epilepsia) e entre as
narinas, excluindo a possibilidade de perda olfatéria primaria dos portadores de epilepsia. Esses
resultados sao similares aos reportados por Kohler et al., (2001), que reportaram para o grupo
controle (n=25), limiares de deteccdo para o PEA igual a 5,24x10® para a narina direita e
3,16x10° para a narina esquerda e dio forca & proposicdo de que a habilidade de
discriminacao olfatéria inclui a habilidade de armazenar e relembrar os odores e, por esse
motivo, a epilepsia de lobo temporal pode alterar os processos de codificagdo olfatéria e/ou

memoéria de curto termo do individuo.
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Figura 3.3: Taxas de acertos (HR), falsos alarmes (FR), poder discriminativo (d’L) e vicio de
resposta (CL) para grupo controle, narina direita (A) e esquerda (B), e pacientes portadores de
epilepsia obtidos na presente pesquisa e nos estudos de Hudry et al., (2003) (C). (Em cada

histograma, barras com letras em comum, indicam medias que ndo diferem entre si a p<0,05).
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Tabela 3.10: Valores médios do limiar de detecgao e respectivos desvios padrdo para a narina
direita e esquerda da populagéo controle (n=50) e portadores de epilepsia (n=19).

Narina Esquerda Narina Direita
Controle 3,72E-06" + 8,87E-06 3,85E-06% + 5,9E-06
Epilepsia 5,13E-06% + 7,75E-06 5,84E-06% + 9,74E-06

Em uma mesma coluna, médias com letras em comum, nao diferem entre si a p<0,05.

3.4 CONCLUSAO

O fato do teste de discriminagédo de odores desenvolvido na presente pesquisa ter
permitido a segmentagao entre grupos controle, da terceira idade e de portadores de epilepsia,
constréi validade para o0 mesmo. Isso recomenda que o teste seja encaminhado para validagdes
subsequientes em um numero maior de individuos, e em diferentes situacdes de uso, como
aquelas encontradas em diferentes clinicas médicas do pais. Isso permitira que se construa uma
validacao definitiva para o teste.

Por outro lado, os resultados do presente corroboram a proposicao de outros autores
de que a diminuicdo da capacidade de discriminagcao de odores observada nos individuos da
terceira idade e nos portadores de epilepsia ndo decorre necessariamente da diminuicdo da
acuidade desses individuos para a percepcao de odores, mas sim, a uma degeneragdo de
outras estruturas neurolégicas que afetam a habilidade dos individuos em armazenar e

relembrar os odores.
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Capitulo 4. ODOR IDENTIFICATION AND EMOTION RECOGNITION IN TEMPORAL LOBE

EPILEPSY

ABSTRACT

The processing of olfaction and emotion are governed by common neural structures of
the limbic system that are often damaged in the temporal lobe epilepsy (TLE). Since the primary
projections of the olfactory system are ipsilateral, the olfactory assessment can probe lateralized
deficits in the cerebral hemisphere, and are becoming a useful tool in the diagnostic of pre and
post-surgical TLE patients. Thus, olfactory studies using validated and reliable methodologies
are of interest of the scientific community researching TLE. Another limitation observed in TLE
patients is their impairment regarding recognition of basic facial and prosody emotions, functions
largely involved in the human social interactions. Even though these limitations bring important
consequences in the quality of life of these patients, up to now there are few standardized
neuropsychological tests worldwide used to assess emotion perception abilities in TLE patients.
Thus, the goals of the present study were: i) to evaluate the odor identification capability and
emotion recognition of TLE patients, using validated tests as the University of Pennsylvania
Smell Identification Test (UPSIT) and the new computerized test of human emotion processing,
entitled Comprehensive Affect Testing System (CATS) and, ii) to investigate the correlation
between the olfactory and the emotion functions, since both are governed by similar neural
structures. The tests were applied in a control group (n=15), a preoperative (n=12) and a
postoperative (n=17) groups of TLE patients. An olfactory threshold test and an odor
identification test were administered monorhinally in all groups. A two-alternative, forced-choice,
ascending method was applied to determine detection threshold for amyl acetate and the odor
identification capability of the subjects was tested using the UPSIT, a battery of 40 odorants

familiar to the North Americans, which are encapsulate in “scratch and sniff” labels and
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assembled in booklets. To evaluate facial and prosody emotion recognition, three subtests from
CATS were used in the current study: affect naming, name emotional prosody and match
emotional prosody to emotional face. The results showed that olfactory identification and
emotion recognition are impaired in temporal lobe epilepsy patients (p<0.05). In the odor
identification evaluation, the pre and postoperative patients groups showed a greater impairment
on the nostril ipsilateral to the surgery (p<0.05). Normal threshold results were found, indicating
that TLE does not affect the patients’ odor sensitivity. For facial emotion recognition, the TLE
patients showed deficits in negative expression, specifically fear (F=5.00, p=0.0011) and disgust
(F=3.10, p=0.050). In the prosody tests, the patients presented impairment for fear (F=18.28,
p=0.000002) and happiness emotion (F=3.91, p=0.027). In general, a strong correlation was
found between performances across the facial and prosody emotion recognition for the
postoperative group (r=0.688, p=0.002). However, although the patients presented impairment in
odor identification and emotion recognition functions, no correlation was found between the data

associated with both functions (p= 0.05).

Key Words: olfaction, odor identification test, emotion, facial emotion recognition, prosody

emotion recognition, temporal lobe epilepsy

4.1 INTRODUCTION

Epilepsy is a disorder of the brain characterized by an enduring predisposition to
generate seizures. It brings neurobiological, cognitive, psychological and social consequences to
the patient (Fischer et al. 2005). Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common type of
epilepsy, since the temporal lobe is the most epileptogenic of the cerebral lobes and the most
difficult to treat pharmacologically (Engel & Shields, 1997; Cavazos & Cross, 2006; Machado et
al., 2010).
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Limbic system structures, such as the amygdala, hippocampus and entorhinal cortices
are often involved in TLE (Engel, 1996; Kasper et al., 1999). Lesions in the limbic structures can
impair functional connections, and might, therefore, directly impact social, perceptual and
cognitive skills (Schilbach et al., 2007). Thus, TLE has been associated with impairment in the
abilities mediated by a network of interconnected brain regions, including the structures of the
limbic system. These abilities include olfaction and emotion, two important functions for the
survival and quality of life of a human being and both are governed by similar neural substrates
involving limbic system structures (West & Doty, 1995; Pitkanen et al., 2000; Kohler et al, 2001;

Adolphs, 2002).

Studies have associated TLE with impairment of the olfactory function, especially with
that of the patient’s capability to recognize, identify and discriminate odors (Eskenazi et al.,
1986; Carrol et al., 1993; West & Doty, 1995; Savic et al., 1997; Kohler et al., 2001; Hudry et al.,
2003). Unlike other sensory systems, the olfactory system is unique in that, primary projections
are largely ipsilateral, and therefore may provide a unique opportunity to probe for lateralized
deficits in the hemispheric processing of sensory information (Royet & Plailly, 2004; Doty 2008).
It has been observed that patients with TLE experience greater olfactory identification deficits in
the nostril ipsilateral to the lesion (Eskenazi et al., 1986; Savic et al., 1997). Thus, olfactory
assessment has been a useful tool in comprehensive pre and post-surgical evaluations of

temporal lobe epilepsy.

There are a large number of studies about olfactory function in epilepsy patients, but
several are contradictory. West & Doty (1995) reviewed the literature on epilepsy and olfactory

function and commented that although the majority of the reports showed impaired performance
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in epilepsy patients, most of them differed with respect to subject selection, the odorants
employed in the tests and the methodologies used, leading to inconsistent findings amongst the
studies. Parola & Liberini (1999) agree that among the obstacles in olfactory testing is the
difficulty of providing adequate stimuli to the population to be evaluated, to design and
standardize adequate sensory tests and to control cultural bias. Thus, for a better understanding
of the olfactory function in temporal lobe epilepsy patients, a greater number of studies using
validated and reliable methodologies, and odorants that minimize individual and cross-cultural

effects, should be conducted.

Emotion is highly involved in human social interactions, facial expression and emotional
prosody being the channels of communication most frequently used in human contact (Bonora et
al., 2011). From facial expressions, the human being can recognize basic emotions with positive
and negative values, such as: happiness, anger, sadness, fear, disgust and surprise (Ekman,
1992; Froming et al., 2006). On the other hand, emotional prosody, which is the expression of
feelings using prosodic elements of speech, can be evaluated through the emotional state of the

speaker’s voice (Sauter et al. 2010).

Unfortunately, the recognition of basic emotion has been reported as impaired in
temporal lobe epilepsy. Studies investigating facial emotion recognition in TLE patients,
demonstrated that after anterior temporal lobectomy, the subjects showed impaired facial
emotion recognition (Anderson et al.,, 2000; Adolphs et al., 2001). Meletti et al. (2003)
demonstrated that chronic drug resistant epilepsy involving the medial temporal region is
associated with deficits in emotion recognition even before surgery. Hlobil et al. (2008) studied
the impairment of facial emotional recognition in mesial temporal lobe epilepsy associated with

hippocampal sclerosis (MTLE-HS), and observed that fear recognition was impaired in early-
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onset right MTL-HS patients as compared to other MTLE patients and control subjects. Meletti et
al. (2009) investigated facial emotion recognition in patients with chronic temporal lobe epilepsy
and concluded that emotion recognition deficits are common in individuals with mesial temporal

lobe epilepsy and widespread across negative emotions.

So far, only a few studies have evaluated emotional prosody in TLE patients. Adolphs
et al., (2001) analyzed patients after temporal lobectomy and Fowler et al., (2006) studied MTLE
patients with asymmetric amygdala damage. In both studies, the epilepsy patients did not
present impairment in emotional prosody recognition. However, Bonora et al., (2011),
investigating facial expression and emotional prosody in MTLE patients, found deficits in the
recognition of both facial and prosody emotions, with a strong correlation between performances

across the two tasks.

There are few standardized neuropsychological measurements in common use to
assess emotion perception abilities (Borod et al., 2000; Schaffer et al., 2009). In this context, the
Comprehensive Affect Testing System (CATS) is a promising instrument that can be used by
neuropsychologists to help guide treatment recommendations (Schaffer et al., 2009). It is an
assessment battery designed to evaluate human emotion processing across three channels:

facial affect, prosody and semantic content (Froming et al., 2006).

Rocca et al., (2009) and Martins et al., (2011) applied CATS to the evaluation of facial
emotion recognition in schizophrenic patients, and their findings were consistent with prior
studies that used others tools to evaluate emotional face recognition. However, to date, no
studies were found in the scientific literature using CATS to evaluate emotion recognition in

temporal lobe epilepsy.
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Thus, the objective of the present study was to investigate the olfactory identification
function, facial emotion recognition and prosody emotion recognition in preoperative and
postoperative temporal lobe epilepsy patients, exploring the association between olfactory
processing and emotion recognition, since both functions are governed by common neural

structures.

4.2 METHOD
4.2.1 Subjects

Thirty patients were recruited from the Epilepsy Center at the University of California,
San Francisco. Eighteen of these patients had undergone unilateral temporal lobe resection for
the treatment of epilepsy (postoperative group), and 12 patients had intractable temporal lobe
epilepsy and were considered to be candidates for epilepsy surgery (preoperative group). All
patients had a diagnosis of unilateral TLE, classified as having a left or right-sided resection or
focus, diagnosed by electroencephalography (EEG), magnetic resonance imaging (MRI) and
clinical criteria. In the postoperative group, 9 patients had right temporal lobe resections and 9
had left temporal lobe resections. In the preoperative group, 6 patients had an epileptic focus on

the right side and 6 on the left.

The patients, including the postoperative group, were treated with antiepileptic drugs
(AEDS) and were clinically stable at the time of the olfactory and emotion testing. The patients
were tested for their neuropsychological responses, showing normal intelligence, with Full-Scale
Wechsler 1Q ratings above 80. For some of the patients, detailed neuropsychological testing was
not applied, but they were evaluated by a neurologist and were not classified as delayed. Most

of the postoperative patients (88.88 %) were seizure free after surgery (16 were Engel class |

105



and 2 were Engel class 1V) (Engel et al. 1993), with follow-up periods ranging between 3 months
and 15 years (average=3.98 years * 4.39). A normal sense of smell was reported by each
patient, and subjects with recent respiratory infection or any other condition that could affect
olfactory functioning did not undergo testing. One postoperative patient with right temporal lobe
resection was diagnosed as anosmic and was excluded from the experiment. Also, an
inclusion/exclusion criterion was that all the participants had to be American and with adequate
vision and hearing capabilities. Thus, the data from 17 postoperative patients who did not show
significant differences for any individual characteristic important to the investigation, will be

presented.

Additionally, 15 healthy control subjects (control group), with no history of
chemosensory or cerebral disorders, took part in this study. An attempt was made to match the
control group to the pre- and postoperative groups as closely as possible for gender, age and
education. Means and standard deviations for each of the three groups were calculated for the
variables of age and years of education, and one-way analyses of variance (ANOVA) were
applied. The three groups did not differ according to age [F(2,41)=2.95, p=0.07], but they
differed slightly for the education variable [F(2,41)=9.43, p=0.0004]. On average, the control
group had approximately 3.5 additional years of education than the epilepsy patients (pre- and

postoperative groups). Demographic information on all the subject groups is shown in Table 4.1.

The study was approved by the Committee on Human Research of UCSF and was
carried out in accordance with the Declaration of Helsinki 1975. After transmitting a detalil
description of the study to the subjects, a written informed consent was obtained from each one.

The subjects were free to discontinue the testing sessions at any time.
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Table 4.1: Demographic data of the control, preoperative and postoperative groups.

Group N Age (range) Gender (F/M) Education (range)

Control 15 34.53+6.25 (26-45) 10/5 17.87+2.53 (12-20)
Preoperative 12 (6R/6L) 38.42+5.50 (26-46) 6/6 14.17+2.44 (12-20)
Postoperative 17 (8R/9L) 41.23+9.92 (23-58) 11/6 14.76+2.38 (12-20)

R=right , L=left , F=female, M=male

4.2.2 Procedure

4.2.2.1 Evaluation of olfactory function

An olfactory threshold test and an odor identification test were administered to all
groups (control, preoperative and postoperative groups). In the present study, the tests were
administered monorhinally, i.e., for each participant, the right and left nostrils were tested
separately. In this evaluation, one nostril was blocked using a piece of Microfoam™ surgical tape
(3M Company) while the subjects inhaled with the free nostril. The order of testing was
counterbalanced across the nostrils. To prevent adaptation, an inter-trial interval of 30s was

used (Lawless et al. 1991; Jehl et al. 1994; Hudry et al. 2003).

4.2.2.1.1 Odor threshold test

A two-alternative, forced-choice, ascending method was applied to determine the
detection threshold for amyl acetate (Cain, 1989; Murphy et al. 1994; Nordin et al. 1999). The
amyl acetate was prepared in mineral oil, in 10 successive dilution steps, each one-third the
concentration of the preceding stimulus. The highest concentration in the amyl acetate threshold
series was 1% in mineral oil (1.0 x 10 v/v), designated as dilution step 0. Since the lowest
concentration resulted from the dilution of amyl acetate by successive factors of three, dilution

step 9, the lowest concentration had a concentration of 5.0 x 107 v/v. The stimuli were
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presented via squeezable cylindrical polyethylene bottles with flip top spout caps (size = 8oz,
length = 165mm, width = 51mm) (Figure 4.1). In each trial, the subject sniffed consecutively from
two bottles, one containing 60mL of mineral oil and the other 60mL of a solution of amyl acetate.
The subject was then asked to choose the bottle that had the strongest odor. Testing began with
the weakest concentration. When the subject chose incorrectly, the concentration was increased
in the next trial. When the subject was correct, the same concentration was presented again in a
series of five sequential correct choices. This concentration was considered as the estimate of

threshold detection.

—

Figure 4.1: Squeezable plastic bottles used to detect odor threshold.

4.2.2.1.2 Odor identification test

The odor identification capability of the subjects was tested using the University of
Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT) (Doty et al., 1984). This is a standardized battery
of 40 odorants familiar to North Americans, which are encapsulated in “scratch and sniff” labels
and assembled in booklets (Figure 4.2). The odors were: peanut, soap, paint thinner, motor oil,
smoke, lemon, menthol, onion, licorice, wintergreen, orange, lilac, grape, gasoline, bubble gum,

chocolate, mint, root beer, cherry, strawberry, fruit punch, rose, turpentine, pine, pizza,
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watermelon, grass, natural gas, cinnamon, pineapple, coconut, dill pickle, cloves, banana,

peach, lime, leather, gingerbread, cheddar cheese and cedar.

The test comprises four booklets that contain 10 odorants apiece, one odorant per
page. The odors are released when the labels are scratched and there is a multiple-choice
question with four alternative responses above each odorant strip. The subjects were instructed
to use a pencil to scratch the label containing each microencapsulated odor, and then to choose
one of the responses to indicate what the odor most smelled like. If the subjects were unsure,
they were asked to guess. The experimenter was always present to answer any questions or
clarify how to perform the task. The test was carried out in blocks of five, so the nostril was
changed after every five odors. In all, 20 stimuli were presented to the left nostril and 20 to the
right nostril. The test score consisted of the sum of the correctly identified odors by each nostril,

and was expressed as a percentage.

Figure 4.2: University of Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT).

4.2.2.2 Facial and prosody emotion assessment
To evaluate the subjects’ abilities to perceive emotion, more specifically, facial and

prosody emotions, it was used the Comprehensive Affect Testing System (CATS) (Froming et al.
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2006), a validated and reliable computerized test of human emotion processing. To evaluate the
individual ability to recognize facial emotions, CATS uses facial poses created by Ekman and
Friesen (1976), while a male actor speaks in the prosodic subtests. The sets of facial affect
expressions and emotional prosody are counterbalanced for serial positions and numbers of
repetitions of each face/speak and affective state. Facial stimuli are of a uniform size, regardless

of the number of stimuli presented on the screen.

To evaluate facial and prosody emotion recognition, three subtests from CATS were
used in the current study: affect naming, name emotional prosody and match emotional prosody

to emotional face.

In the affect naming test, pictures of facial expressions of seven emotions-happiness,
sadness, anger, fear, surprise, disgust and neutral - were presented to the subjects. The task
required the subject to match a facial expression with the appropriate verbal label. Sixteen
stimuli were presented in randomized order and the subjects were asked to identify the
expressed emotion from seven possible choices shown on the computer screen (2 stimuli for

each emotion and 4 for neutral expressions).

In the name emotional prosody test, one sentence with a neutral meaning was read at a
time by the actor, with a specific tone of voice. The task required the subject to indicate among
five alternatives presented on the computer screen (happiness, sadness, anger, fear or neutral)
which emotion the voice expressed. Twenty two stimuli were presented in randomized order (6

stimuli for sad, 6 for angry, 5 for fear and 5 for happy).

In the test involving matching emotional prosody to emotional face, five portraits were

displayed with different emotions (happiness, sadness, anger, fear or neutral). Then a sentence
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was read by the actor. The task was to identify which of the portraits exhibited the same affect
as that expressed by the voice. Twenty two stimuli were presented in randomized order (6

stimuli for sad, 6 for angry, 5 for fear and 5 for happy).

4.2.2.3 Data analysis

In this study, the analysis of variance (ANOVA) was used to assess the olfactory
performance of the control, preoperative and postoperative groups for each nostril (right and left)
and Student’s t test to evaluate the relation between the nostril and the side of the epileptogenic
focus/lobectomy in preoperative and postoperative groups. To verify the performance amongst
the three groups for emotional tests, the means of the percentage of correct responses obtained
in each subtest from CATS were analyzed using ANOVA. For olfactory and emotional tests, the
Tukey test was used for post hoc comparisons. The significance level for all calculations was p<
0.05. Pearson’s correlations were calculated to assess relationships amongst the performance

scores in the odor identification test (UPSIT), facial and prosody emotions.

4.3 RESULTS AND DISCUSSION
4.3.1 Olfactory function

The odor identification performance of each nostril of the preoperative, postoperative
and control groups is shown in Figure 4.3. The performance was expressed as the percentage

of correct answers, calculated independently for the left and right nostrils.

When the three groups were compared with respect to the left and right nostrils scores
for UPSIT, they differed in the capacity to identify odors for each nostril (Left nostril:
F[2,41]=12.73, p=0.00005; Right nostril: F[2,41]=11.32, p=0.00012). For both patient groups, the

performance was significantly inferior to the control group (p<0.05). For the left nostril, the

111



percentage of correct identification by the control group was 90.67+6.51%, but for the pre- and
postoperative groups it was 78.3319.85% and 71.76+13.69%, respectively. For the right nostril,
the control group scored 89.33+6.78%, the preoperative group 78.8318.88% and the
postoperative group 71.18%£14.31%. For both nostrils, there was no significant difference

between the performance of the pre and postoperative groups (p=0.05).

Carrol et al. (1993), Kohler et al. (2001) and Morrison et al. (2002) evaluated the ability
of temporal lobe epilepsy patients to identify odors, and observed that the patients showed
inferior performance as compared to healthy subjects. In Brazil, Korogui et al., (2006) and
Natalicio et al., (2006) tested a new battery entitled “Odor Tablets” to assess the odor
identification abilities of a control group, preoperative and postoperative temporal lobe epilepsy
groups, and also found that both patient groups showed inferior performance as compared to the
control group for both the right and left nostrils, and that there was no significant difference

between the pre- and postoperative groups (p=0.05).
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Figure 4.3: Percentage of correct odor identification (UPSIT) for each nostril of the control,
preoperative and postoperative groups. LN= left nostril, RN = right nostril
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Figure 4.4 shows that for the preoperative and postoperative patients, the percentage
of correct odor identification for each nostril was related to the side of the epileptogenic focus.
The term ipsilateral was used to specify that the odor was presented to the nostril located on the
same side of the focus/lobectomy; whereas the term contralateral referred to presentation of the

odor to the nostril opposite to the focus/lobectomy.

Comparing the ipsilateral and contralateral performance for both patient groups, the pre
and postoperative groups suffered greater olfactory identification deficits in the nostril ipsilateral
to the lesion (p<0.05). For the preoperative group, the percentage of correct answers for
ipsilateral performance was 75.8319.49%, and for contralateral performance, 80.83+8.48%. For
the postoperative group, ipsilateral and contralateral performance was 64.71+12.31% and
78.24+11.98%, respectively. Eskenazi et al., (1986) and Savic et al., (1997) also observed that
patients with TLE presented greater olfactory identification loss in the nostril ipsilateral to the

lesion.

Figure 4.5 presents the detection threshold for amyl acetate obtained in the
preoperative, postoperative and control groups, segmented by nostril. The threshold dilution
steps ranged from 0 to 9, with higher dilution values indicating a more sensitive olfactory
threshold. For each nostril, there was no significant difference between the three groups (Left

nostril: F[2,41]=1.00, p=0.3761; Right nostril: F[2,41]=0.32, p=0.723 8).
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Figure 4.4: Effect of the ipsilateral and contralateral odor presentation on the percentage of odor
identification by the preoperative and postoperative groups.
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Figure 4.5: Threshold detection for amyl acetate for each nostril of the control, preoperative and
postoperative groups, expressed as logs dilution from 1.0 x 10-2 v/v (step 0). LN=left nostril,
RN=right nostril.
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The ipsilateral and contralateral threshold values shown by the preoperative and
postoperative groups (Figure 4.6) did not indicate the existence of significant differences
between the groups, the nostrils and the side of surgery/epileptogenic focus (p=0.05). All the
threshold results indicated that TLE did not affect the patients’ odor sensitivity. Similar results
were found by the present authors in a previous study carried out in Brazil (Korogui et al., 2006;
Natalicio et al., 2006; Santos et al., 2007; Natalicio et al., 2007), and presented in chapters |

and Il of the current thesis, as well as by Kohler et al., (2001).
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Figure 4.6: Detection threshold performance: Ipsilateral x contralateral interactions expressed
as logs dilution from 1.0 x 10-2 v/v (step 0) amyl acetate in mineral oil.

4.3.2 Emotion

Table 4.2 shows the general performance in the facial and prosody recognition tasks for

the control and, the preoperative and postoperative groups.
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Table 4.2: Means (% correct) and standard deviations obtained for the control and, the
preoperative and postoperative groups in each subtest of CATS.

Control group Preoperative group  Postoperative group
(n=15) (n=12) (n=17)
Affect naming 88.75% + 9.21 75.52° +7.75 73.16° £ 14.45
Name emotional prosody 87.90° + 8.70 66.66° + 16.60 62.03° + 22.10
Match emotional prosody 81.51°+13.36 61.00° + 12.63 54.30° + 17.20

to emotional face

Means in the same line, with the same letters indicate no significant difference between them at p<0.05.

When the performance of the control, the preoperative and the postoperative groups in
the CATS emotional recognition tasks were compared, it was observed that both patient groups
differed from the control, with lower scores for affect naming (F[2,41]=8.50, p=0.0008), naming
emotional prosody (F[2,41]=10.01, p=0.0002), and matching emotional prosody to emotional
face (F[2,41]=14.22, p=0.00002). Thus, in the present study, the pre and postoperative patients

were impaired with respect to the control subjects for facial and prosody emotion recognitions.

The findings of the present study for facial emotion recognition tasks corroborate the
results observed by Anderson et al. (2000), Adolphs et al. (2001), Meletti et al. (2003), Reynders
et al. (2005), Meletti et al. (2009) and Bonora et al. (2011). In all these studies, deficits in the

recognition of the facial expressions of emotions were found in temporal lobe epilepsy patients.

Adolphs et al. (2001) evaluated the prosody emotion recognition in patients after
temporal lobectomy, and Fowler et al. (2006) in patients with medial temporal lobe epilepsy with
asymmetric amygdala damage, and no evidence of impairment in emotional prosody was
observed in either study. In the study carried out by Fowler et al. (2006), only some individual
participants with asymmetric amygdala damage showed deficit in prosody emotion recognition.
However, the results found in the present study were similar to those obtained by Bonora et al.
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(2011), in which temporal lobe epilepsy patients showed deficits in the recognition of prosody

emotion.

The scores that both patient groups obtained in the task of naming emotional prosody
and matching emotional prosody to emotional faces were lower than the scores they obtained in
the affect naming test (Table 4.2). Bonora et al., (2011) also observed this performance in
temporal lobe epilepsy patients, and suggested that the subjects found the facial emotion

recognition task easier than the prosody recognition task.

Table 4.3 shows the performance of the three groups in recognizing each basic emotion
associated with the visual and vocal stimuli.

Table 4.3: Means (% correct) and standard deviations obtained by the control (n=15),
preoperative (n=12) and postoperative (n=17) groups for each basic CATS emotion subtest.

Happy Sad Angry Fear Surprise Disgust

Affect naming

Control 100.00°+0.00 83.33%+30.86 90.00°+20.70 66.672+30.86 90.002+20.70 70.00%+31.62
Preoperative 1 00.00°+0.00 58.33%1+35.89 66.672+32.57 50.00%+21.32 83.33%+32.57 50.00°+30.15
Postoperative  100.00°+0.00 58.82°+40.45 70.59°+35.61 13529°+2939 91.18%+19.65 41.18°+36.38

Emotional prosody

Control 82.67°+23.74 86.67°+12.91 98.89°+4.30  82.67°+23.74
Preoperative  41.67°#38.57 72.22°+19.25 88.89°+20.52 61.67°+26.23
Postoperative 36.27°#30.75 73.53°+26.39 82.35°+33.06 35.29°+20.31

Match emotional prosody to emotional face

Control 68.00°+43.29 81.11°+15.26 95.56°+9.89  80.00°+15.12
Preoperative 40.00°+31.91 68.06°+27.94 80.56%+24.45 50.00°+21.74
Postoperative 34.1 2°+30.63 62.75°+27.34 75.49°+29.53 36.47°+23.70

Means in the same line, with the same letters, show no significant difference between them at p<0.05.
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For the emotional face recognition task, the preoperative and postoperative groups
were impaired with respect to the control group in the recognition of fear (F[2,41]=5.00,
p=0.0011) and disgust (F[2,41]=3.10, p=0.050). For the emotional prosody recognition and
matching emotional prosody to emotional facial tasks, the preoperative and postoperative
groups were impaired in relation to the control group with respect to the recognition of fear
((F[2,41]=18.28, p=0.000002) and happiness (F[2,41]=3.91, p=0.027). For the affect naming
test, there were no significant differences amongst the groups with respect to the emotions of
happiness, sadness, anger and surprise (p=0.05). For the emotional prosody and matching
emotional prosody to emotional facial tests, no differences were found for the sad and angry

emotions (p=0.05).

The results of the present study are in accordance with the findings of Reynders et al.,
(2005) who observed that impaired recognition of facial emotion, particularly the perception of
fear, is widespread among patients with epilepsy. The present findings are also in agreement
with previous studies that reported the occurrence of impaired recognition for negative facial
expressions both before (Meletti et al., 2003; Meletti et al.,2009; Bonora et al., 2011) and after
lobectomy (Anderson et al., 2000; Adolphs et al., 2001). The impairment of negative facial
emotions can be explained based on the fact that the amygdala, which is involved in the
processing of fearful stimuli, plays an important role in facial emotion recognition (Adolphs,

2002).

Bonora et al., (2011) analyzed the prosody emotion recognition of medial temporal lobe
epilepsy patients, and reported that the patients showed deficits as compared to subjects in the
control group with respect to the recognition of fear, sadness, anger and disgust, but not in the

recognition of happy voices. In the present study, the pre- and postoperative patients also
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showed deficits in the recognition of fear in voices, but also presented impairment in the

recognition of happy voices (Table 4.3).

4.3.3 Correlations between the emotion recognition and odor identification ability

When the percentages of correct facial and prosody emotion recognition were
correlated with odor identification, for the control and TLE patient groups, no significant
correlation was found between olfactory performance by either nostril and emotion recognition
tasks (p= 0.05). Similarly, there was no correlation between facial and prosody emotion
recognition for the control (r=0.101, p=0.719) and preoperative groups (r=0.448, p=0.143).
However, a strong correlation between face and prosody emotion recognition was found in the
postoperative group (r=0.688, p=0.002), specifically for the sad (r=0.525, p=0.03) and angry

(r=0.550, p=0.02) emotions.

No studies were found in the literature correlating olfactory performance in temporal
lobe epilepsy patients and emotion recognition in the face and prosody. Kohler et al., (2007)
evaluated the association between facial emotion recognition and odor identification in
schizophrenic patients and found a correlation with facial recognition and the right nostril UPSIT
performance. They also observed that the relationship between the right nostrii UPSIT
performance and facial recognition emotion appeared to be primarily mediated by the

recognition of sad faces.

4.4. CONCLUSION
The present study showed that patients with temporal lobe epilepsy, before and after
surgery, are impaired in their olfactory identification function and emotion recognition, specifically

for facial and prosody recognition, when compared with a group of healthy subjects.
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Deficits in the olfactory function of TLE patients were found in both nostrils, and
comparing the ipsilateral and contralateral performances, the pre and postoperative groups
suffered greater olfactory identification deficits in the nostril ipsilateral to the lesion. Moreover,
the normal threshold results indicated that TLE did not affect the patients’ odor sensitivity. Thus,
olfactory assessment has been a useful tool to provide information for lateralized deficits in

temporal lobe epilepsy.

For facial emotion recognition, the TLE patients showed deficits in the negative
expressions, but whereas the preoperative patients were only impaired for the emotion of
disgust, the postoperative subjects were impaired for both fear and disgust. The evaluation of
the prosody emotion recognition of the patients revealed that both patient groups presented
deficits for the emotions of happiness and fear. In general, a strong correlation was found
between facial and prosody emotion recognition. Sadness and anger were the emotions that

showed correlation with the facial and prosody expressions.

No correlation was found between the olfactory and emotion recognition data, in spite of
the fact that both olfactory processing and emotion recognition are governed by common neural
structures, and that both functions are usually impaired in patients with temporal lobe epilepsy.
One reason could be that the small sample size did not provide sufficient power to detect the
correlation. Thus, further studies with a larger number of participants, comparing olfactory and

emotion recognition would help to elucidate the association between both functions.
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CONCLUSAO GERAL

Os dois testes de avaliagdo da funcao olfatéria desenvolvidos nesta pesquisa, o teste
de identificacdo de odores “Pastiihas de Odor” e o teste de discriminacdo de odores,
mostraram-se apropriados e eficientes para serem utilizados como testes olfatorios. No entanto,
recomenda-se que o teste de discriminagdo de odores seja aplicado em um grupo maior de

individuos para validagcdes subsequentes.

O teste de identificagdo de odores apresentou-se de facil aplicagdo e baixo custo, e
com alto indice de porcentagem de acertos pelo grupo controle, uma vez que 90% dos
individuos conseguiram identificar corretamente entre 90 e 100% dos 36 odores que compdem
o teste “Pastilhas de Odor”. Para os odores que se apresentaram comuns ao UPSIT, os
resultados foram muito similares quanto a porcentagem de acertos. O teste desenvolvido
também apresentou alto coeficiente de correlacdo (r=0,8725, p<0,001) no teste-reteste
realizado em um intervalo de duas semanas; as pastilhas apresentaram-se estaveis durante o
armazenamento de 3 meses apos a produgédo. Assim, deum modo geral, “Pastilhas de Odor”

mostrou ser um teste confiavel para ser utilizado na avaliagdo da funcéo olfatéria de individuos.

Superioridade do desempenho das mulheres do grupo controle foi verificada na
identificacdao de odores; 0 mesmo nao ocorreu com relagcdo as taxas de acertos e poder
discriminativo obtidos pela aplicagdo do teste de discriminacdo de odores, no entanto, os

homens apresentaram taxa de falsos alarmes superior as mulheres.

Tanto em “Pastilhas de Odor” quanto no teste de discriminagdo de odores, individuos
da terceira idade e portadores de epilepsia apresentaram desempenhos inferiores ao grupo

controle. Em ambos os testes, os individuos apresentaram valores de acuidade olfatéria
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similares ao grupo controle; portanto, o0 desempenho inferior dos grupos mencionados quanto a
capacidade de identificacdo e discriminagdo de odores nao pode ser atribuido a reducdo da
sensibilidade dos individuos aos odores, podendo ser atribuidos a alteragao dos processos de

codificacao olfatéria e/ou meméria.

Embora os pacientes portadores de epilepsia que realizaram cirurgia tenham
apresentado no teste “Pastilhas de Odor” porcentagens de acerto inferiores aos pacientes que
n&o haviam realizado cirurgia, essa diferenga nao foi significativa a p< 0.05, nem para a narina

esquerda nem para a narina direita.

Os resultados obtidos pela aplicacao no Brasil do teste “Pastilhas de Odor” em
individuos de um grupo controle, e em portadores de epilepsia do lobo temporal pré e pos-
cirurgicos, foram similares aos obtidos quando se aplicou o UPSIT nos referidos grupos controle
e de pacientes portadores de epilepsia norte-americanos. Nos dois testes de avaliacao da
capacidade olfatoria, os pacientes apresentaram desempenhos inferiores ao grupo controle.
Através do UPSIT foi possivel detectar que os portadores de epilepsia norte-americanos pré e
pds-cirurgicos apresentaram desempenho inferior na capacidade de identificacdo de odores na
narina ipsilateral a lesdo cerebral; no estudo realizado no Brasil utilizando-se o teste “Patilhas
de Odor” os pacientes portadores de epilepsia pos-cirurgicos também apresentaram um menor
desempenho na capacidade de identificagdo de odores na narina ipsilateral a lobectomia.
Assim, confirma-se que a avaliacdo olfatéria pode ser uma ferramenta (il para obter

informacdes de deficiéncias lateralizadas em portadores de epilepsia do lobo temporal.

Portadores de epilepsia pré- e pos-cirdrgicos também apresentaram menor

desempenho do que o grupo controle quanto ao reconhecimento de emogéao facial e vocal,
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funcbes processadas por estruturas neurais do sistema limbico comuns a fungao olfatéria. As
emogodes faciais negativas, como a de medo e de repugnancia, e as vocais de medo e

felicidade foram as mais prejudicadas nesses individuos.

O fato dos testes de identificagdo e discriminacdo de odores desenvolvidos na
presente pesquisa terem diferenciado o grupo controle dos grupos de individuos da terceira
idade e de portadores de epilepsia, conhecidos por apresentarem disfuncao olfatéria, constréi
validade para a utilizacdo dos mesmos em diagnésticos clinicos para a avaliagdo da fungao

olfatéria de individuos brasileiros.
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ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar como voluntario em uma pesquisa. Apés ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de
duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP pelo telefone (19)
3788-8936.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Desenvolvimento e validagao de testes sensoriais para avaliacdo da fungéo

olfatéria de individuos e uso em neurociéncia.

Pesquisadora Responsavel: Maria Angélica Natalicio

Telefone para contato: (19) 3788-4059/ (19) 3243-8944 R:1142
Pesquisadores participantes:

- Dra Maria Aparecida Azevedo Pereira da Silva

Telefone para contato: (19) 3788 4074

- Cristina Yuki Korogui

Telefone para contato: (19) 3788 4059

- Dr. Fernando Cendes

Telefone para contato: (19) 3788-7372

.Descricao da pesquisa:

Vocé sera solicitado a realizar testes sensoriais de avaliacdo da fungéo olfatéria
(identificagao/discriminagao de odores/acuidade olfatéria). Esses testes nao apresentam riscos
de qualquer natureza ou desconforto.

Procedimento do teste que vocé participara: Para a realizacdo dos testes de avaliacdo da
funcao olfatéria serd necessario apenas cheirar os odores que estardo contidos em frascos e
informar o nome dos odores percebidos.

Beneficios decorrentes da participacdao na pesquisa:

Sua participagdo como voluntario auxiliara um projeto de pesquisa que visa o
desenvolvimento e validagcao de testes sensoriais para uso na diagnose de desordens cerebrais
como a epilepsia
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Periodo de participacao:

O periodo de participagcao no projeto de pesquisa sera de 6 meses. Nesse periodo vocé
serda solicitado a comparecer entre 1 e quatro vezes, a um laboratério na UNICAMP, onde em
menos que 30 minutos, vocé realizar4 o teste de odor anteriormente descrito. Todos os

resultados obtidos serdo mantidos em sigilo pelos pesquisadores desse projeto.

O termo de consentimento podera ser retirado a qualquer momento sem que isto leve a

qualquer penalidade ou interrup¢ao do seu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Nome e Assinatura do pesquisador:

CONSENTIMENTO ESCLARECIDO DE PARTICIPACAO EM TESTES SENSORIAIS DE
AVALIACAO DA FUNCAQ OLFATORIA

Eu, , RG/ CPF/ n..de prontuério/ n.°de matricula

, abaixo assinado, apds ler os esclarecimentos acima,

concordo em participar do estudo “Desenvolvimento e validacdo de testes sensoriais para
avaliagao da fungao olfatéria de individuos em estudos de neuroimagem aplicados a epilepsia”,
como sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo
pesquisador sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela

envolvidos, riscos e beneficios decorrentes de minha participagao. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, deixando de participar da pesquisa, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento.

Local e data:

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacao de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite

do sujeito em participar.
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Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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ANEXO B: QUESTIONARIO SOBRE CONDIGOES DE SAUDE PARA RECRUTAMENTO DE
VOLUNTARIOS

Recrutamento de Voluntarios

Estamos recrutando voluntarios para realizagdo de teste sensorial de
identificagcao/discriminagdo de odores. Este teste serd desenvolvido para avaliar a funcao
olfatéria de individuos. Os resultados do teste serdo utilizados para auxiliar no diagnostico de
desordens cerebrais como doenga de Alzheimer, Parkinson, epilepsia entre outras.

Se vocé deseja participar como voluntario, por favor, responda o questionario abaixo:

Nome: Idade:

Sexo: Telefone p/ contato:

1. Apresenta perda ou diminuigdo do sentido do olfato?
()sim () nao

2. De acordo com a relacao abaixo, indique se vocé apresenta:

() rinite ( )asma
() sinusite ( ) bronquite
( ) adendide ( ) gravidez/fase de amamentacao

3. Vocé apresenta alergia a perfumes ou outras substancias odoriferas?
() sim () néao

Em caso afirmativo, a quais odores?

4. Vocé se exp0de diariamente a ambientes com odores?

() sim () nao

Em caso afirmativo, a quais ambientes?
5. Vocé ja sofreu alguma cirurgia no nariz?
()sim () néo

Em caso afirmativo, qual tipo de cirurgia?

6. Vocé ja sofreu alguma cirurgia cerebral?
() sim () néao

131



Em caso afirmativo, qual tipo de cirurgia?

7. Vocé ja sofreu traumatismo craniano?
() sim () néao

Vocé utiliza algum medicamento?
()sim () néo

Em caso afirmativo,qual e com que freqiiéncia isso ocorre?

8. Vocé utiliza algum medicamento nasal?

()sim () néo

Em caso afirmativo, com que freqiiéncia isso ocorre?

9. Vocé é fumante?

() sim () nao

Em caso afirmativo, quantos cigarros vocé fuma por dia?

Declaro que li este consentimento esclarecido e aceito em participar como voluntario do teste
sensorial de identificacdo de odores.
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