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RESUMO

A infeccdo causada pelo virus SARS-CoV-2, conhecida como doenca do Coronavirus 2019
(COVID-19), apresenta um espectro clinico diverso, desde casos assintomaticos e
manifestagdes clinicas leves, até quadros moderados e criticos sugerindo que o envolvimento
de fatores genéticos e ambientais podem estar associados tanto ao seu desfecho natural quanto
aos aspectos associados ao proprio virus. SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus, €
apresenta um genoma com RNA de fita positiva de, aproximadamente, 30.000 bases de
comprimento. Sua estrutura gendmica codifica as seguintes proteinas: as estruturais Spike (S),
Membrana (M), Envelope (E) e Nucleocapsideo (N) e outras ndo estruturais. A proteina S ¢
responsavel pela interagdo do virus com o receptor ACE?2 da célula hospedeira e o processo de
penetracdo do virus. Mutagdes nessa regido podem alterar a transmissibilidade do virus, bem
como levar a alteracdes dos sintomas e alterar a efetividade das vacinas. Entre os sintomas
frequentemente relatados, estdo aqueles de natureza quimiossensiveis, como perda de olfato
(anosmia) e perda de paladar (ageusia). Nesta dissertagdo, objetivamos compreender a razao
da variacdo de frequéncia de anosmia e ageusia ao longo da pandemia e caracterizar os
componentes moleculares, explorando os niveis de expressdo de genes (ACEI, ACE2 e
TMPRSS?2) relacionados a interagao do virus com o hospedeiro, analisando os desfechos de
anosmia e ageusia em individuos infectados por SARS-CoV-2. Através do banco
SIVEP-Gripe, realizamos uma analise observacional envolvendo 14.450 pacientes na cidade
de Betim/MG. A frequéncia de anosmia e ageusia apresentou flutuagdo ao longo da pandemia,
com reducdo de aproximadamente 7% desses desfechos no segundo semestre de 2021. Foi
observada co-ocorréncia de todos os sintomas notificados (dor abdominal, fadiga, febre, tosse,
dor de garganta, dispneia, desconforto respiratdrio, alteracdo de saturacao, diarreia, vomito)
com anosmia e ageusia. Foram observadas que cinco comorbidades (cardiopatia, doengas
hematoldgicas, asma, diabetes e obesidade) pré-existentes estdo associadas a chance dos dois
desfechos e que doenca neuroldgica esteve somente associada a anosmia e doenga renal
apenas associada a ageusia. Exploramos, posteriormente, os niveis de expressdao de alguns
genes e os desfechos de anosmia e ageusia. Avaliamos 102 pacientes hospitalizados com
COVID-19, dos quais 17,60% apresentaram anosmia e 9,80% ageusia. Os niveis de expressao
dos genes ACEI, ACE2 e TMPRSS?2 no tecido nasofaringeo foram obtidos por RT-qPCR e
medidos usando analise ACT. A associagdo ACEI Alu 287bp também foi avaliada. Modelos
de regressao logistica foram gerados para estimar os efeitos das varidveis sobre a ageusia e a
anosmia. A associacdo da diminui¢do dos niveis de expressdo de ACE2 com ageusia foram
observados (OR: 1,35; IC 95%: 1,098-1,775). Os resultados sugerem uma possivel ponte
ligando esses sintomas iniciais, incluindo fatores moleculares, as consequéncias de longo
prazo da COVID-19 para a saude, como disfun¢des cognitivas. Estudos de expressdo génica
explorando novos genes sdo importantes para elucidar os desfechos de anosmia e ageusia.
Além disso, os dados observacionais sao informativos ¢ cheios de interagdes ¢ vieses,
apresentando evidéncias reais sobre as caracteristicas clinicas da doen¢a ao longo do tempo.
Assim, tornam-se importantes para identificar potenciais efeitos e o impacto das variantes
sobre aspectos clinicos e epidemioldgicos da COVID-19.

Palavras-chave: Coronavirus. Epidemiologia. Manifestagdes Clinicas. Expressdo génica.
SARS-CoV-2.



ABSTRACT

The infection caused by the SARS-CoV-2 virus, known as Coronavirus disease 2019
(COVID-19), presents a diverse clinical spectrum, from asymptomatic cases and mild clinical
manifestations, to moderate and critical conditions, suggesting that the involvement of genetic
and environmental factors may be associated with both its natural outcome and aspects
associated with the virus itself. SARS-CoV-2 belongs to the genus Betacoronavirus, and has a
positive-stranded RNA genome. approximately 30,000 bases long. Its genomic structure
encodes the following proteins: structural Spike (S), Membrane (M), Envelope (E) and
Nucleocapsid (N) and other non-structural ones. Protein S is responsible for the interaction of
the virus with the host cell ACE2 receptor and the process of virus penetration. Mutations in
this region can alter the transmissibility of the virus, as well as lead to changes in symptoms
and alter the effectiveness of vaccines. Among the frequently reported symptoms are those of
a chemosensitive nature, such as loss of smell (anosmia) and loss of taste (ageusia). In this
dissertation, we aimed to understand the reason for the frequency variation of anosmia and
ageusia throughout the pandemic and to characterize the molecular components, exploring the
expression levels of (ACEI, ACE2 e TMPRSS?2) genes related to the interaction of the virus
with the host, analyzing the anosmia and ageusia outcomes in individuals infected with
SARS-CoV-2. By using SIVEP-Gripe database, we performed an observational analysis
involving 14,450 patients in the city of Betim/MG. The frequency of anosmia and ageusia
fluctuated throughout the pandemic, with a approximately reduction of 7% of these outcomes
in the second half of 2021. Co-occurrence of all reported symptoms (abdominal pain, fatigue,
fever, cough, sore throat, dyspnea, respiratory distress, change in saturation, diarrhea,
vomiting) with anosmia and ageusia was observed. It was observed that five pre-existing
comorbidities (heart disease, hematological disease, asthma, diabetes and obesity) are
associated with the chance of both outcomes and that neurological disease was only
associated with anosmia and kidney disease only associated with ageusia. We further explored
the expression levels of some genes and the outcomes of anosmia and ageusia. We evaluated
102 patients hospitalized with COVID-19, of which 17.60% had anosmia and 9.80% ageusia.
Expression levels of ACEI, ACE2 and TMPRSS2 genes in nasopharyngeal tissue were
obtained by RT-qPCR and measured using ACT analysis. The ACEI Alu 287bp association
was also evaluated. Logistic regression models were generated to estimate the effects of
variables on ageusia and anosmia. Association of ACE2 expression levels with ageusia was
observed (OR: 1.35; 95% CI: 1.098-1.775). The results suggest a possible bridge linking these
early symptoms, including molecular factors, to the long-term health consequences of
COVID-19, such as cognitive dysfunctions. Gene expression studies exploring new genes are
important to elucidate the outcomes of anosmia and ageusia. Furthermore, the observational
data are informative and full of interactions and biases, presenting real evidence about the
clinical characteristics of the disease over time. Thus, they become important to identify
potential effects and the impact of variants on clinical and epidemiological aspects of
COVID-19.

Keywords: Coronavirus. Epidemiology. Clinical manifestations. Gene expression.
SARS-CoV-2.
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1. INTRODUCAO
1.1 Pandemia de COVID-19

O coronavirus 2 da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2) é um
betacoronavirus responsavel pela doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19). Os primeiros
casos da doenca foram identificados em 08 de dezembro de 2019 na cidade de Wuhan,
provincia de Hubei, na China (DU, R. et al, 2020; HUANG, C. et al., 2020). As
apresentacdes clinicas desse novo Coronavirus eram semelhantes a de uma pneumonia viral.
Diante do potencial de disseminagdo e transmissibilidade do virus, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), em 30 de janeiro de 2020, declarou que a doenga causada pelo novo
SARS-CoV-2 se tratava de uma emergéncia de satide publica de importancia internacional

(TAQUET, M. et al., 2022; ZHU, N. et al., 2020).

Outros Coronavirus de origem zoonoética e altamente patogé€nicos ja haviam sido
identificados anteriormente, conhecidos como o Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS-CoV), em 2002 e o Coronavirus da Sindrome do Oriente Médio (MERS-CoV),
em 2012, causando preocupagdes de satide publica. Nao obstante, devido ao niimero de
pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 e sua rapida disseminacdo geografica em um curto
espaco de tempo, em 11 de margo de 2020, a OMS declarou a COVID-19 como uma
pandemia (ZHU, N. et al., 2020; HU, B.; HUANG, S.; YIN, L., 2021).

No Brasil, a primeira infeccdo de um paciente que retornou da Italia foi confirmada em
26 de fevereiro de 2020, no Estado de Sao Paulo (SP); e em 17 de marco, no mesmo estado,
foi relatada a morte do primeiro paciente do sexo masculino. Em 13 de margo o Ministério da
Satde (MS) anunciou recomendacdes para prevengdo e disseminacdo da COVID-19 e
declarou Estado de Emergéncia em Saude. Até 21 de marco de 2020, a doenca ja havia se
espalhado para todas as unidades federativas do Brasil. Ap6s margo de 2021, atingimos o
maior nimero de mortes diarias em abril de 2021. Em setembro de 2021, o Brasil apresentou
mais de 21,2 milhdes de casos e 591.000 obitos notificados, tornando-se o epicentro da

COVID-19 nas Américas (BRASIL, 2022; GIOVANETTI, M. et al., 2022).

Atualmente, no Brasil, segundo o Painel Coronavirus do Ministério da Saude

(https://covid.saude.gov.br/), os nimeros de casos de individuos infectados pelo SARS-CoV-2

até o dia quatro de abril de 2023 passavam de 37 milhdes e o nimero de 6bitos reportados


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/dzmG+vETy
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/jJdkw+Sfszc
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/Sfszc
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/1vA0l
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/spO2l
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/spO2l
https://covid.saude.gov.br/
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chegou a 700.556. O total de casos no mundo, até seis de abril de 2023, alcan¢a mais de 762
milhdes e o niimero de mortos chega a mais de 6 milhdes, de acordo com o Painel da OMS
sobre o Coronavirus (WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard, https://covid19.who.int/).
Segundo alguns estudos, a taxa de subnotificagdo em muitos paises foi alta durante o inicio da
pandemia, ou seja, estima-se que o numero de infecgdes pode ser muito maior do que o

relatado (FLAXMAN, S. et al., 2020; LAU, H. et al., 2020).

Além dos impactos economicos e sociais causados pelo avango da pandemia, entre
2019 e 2020 observou-se um declinio da expectativa de vida em varios paises do mundo
(KHAN, M. et al., 2020; ABURTO, J. et al., 2021). O Brasil foi um dos paises mais atingidos
e a redugdo da expectativa de vida no periodo de janeiro a abril de 2021 foi estimada em 1,8
anos, decorrente da acelerada dispersdo viral e lento processo de vacinagdao da populacao

(CASTRO, M. et al., 2021).

A COVID-19 ¢ uma doenga infecciosa, embora a maioria das pessoas infectadas
desenvolvem um quadro clinico leve a moderado com maior replicagdo viral nas vias areas
superiores, alguns individuos podem evoluir para uma pneumonia ou casos criticos que
podem levar ao obito (LAMERS, M. & HAAGMANS, B., 2022). Entre os sintomas
frequentemente relatados em varios paises do mundo, estdo aqueles de natureza
quimiossensiveis, como perda de olfato (anosmia) e perda de paladar (ageusia). Em alguns
casos, esses sintomas ultrapassam o periodo de duracdo da doenga e persistem mesmo apos a

recuperagao da infeccao (LECHIEN J. et al., 2020).

Os casos de anosmia e ageusia decorrentes da contaminag¢do por SARS-CoV-2 foram
relatados a partir de fevereiro de 2020 (MAO, L. et al., 2020). Desde entdo, disfun¢ao olfativa
ou gustativa de inicio recente, em conjunto com outros sintomas bem estabelecidos com a
COVID-19 foram descritos e incluidos a lista de manifestagdes clinicas e que podem aparecer
entre dois a 14 dias de exposicdo ao virus (CDC, 2022; TONG, J. et al., 2020). De acordo
com uma meta-andlise realizada em 2020 por Tong et al., acredita-se que a disfung¢do olfativa

afete cerca de 52,73% dos pacientes infectados pelo virus.

Os estimulos provenientes do ambiente podem ser detectados, codificados e
transmitidos ao Sistema Nervoso Central (SNC), fornecendo dados para a percepcao
quimiossensorial através dos orgdos sensoriais ou dos sentidos. Os seres humanos sdo

organismos capazes de ingerir e digerir uma vasta gama de compostos quimicos. Esse


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/rEbx4
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/RZwsQ+HA9i1
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/NsIHK
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/Ew6PU
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/hOTX7
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/symptoms-testing/symptoms.html
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procedimento ¢ mediado tanto pelo olfato como pelo paladar e juntos sdo capazes de
identificar substancias e responderem aos sinais quimicos que foram estimulados (RISSO, D.;
DRAYNA, D.; MORINI, G., 2020; MASTRANGELO; BONATO; CINQUE, 2021). Além do
envelhecimento, alguns virus (coronavirus, rinovirus, adenovirus, ortomixovirus, entre outros)
sdo a principal causa de diminui¢cdo da percepgdo olfativa, ou de disturbios duradouros, uma
condi¢do descrita como disturbio olfativo pos viral (DOPV) (DEEMS, D. et al., 1991;
FORNAZIERI, M. et al., 2014).

Determinados virus como Influenza, Epstein-Barr, rinovirus e alguns outros
coronavirus, bem como o SARS-CoV-2, podem levar a distarbios do olfato e paladar
(GIACOMELLI, A. et al., 2020; LECHIEN, J. et al., 2020). Em humanos, alguns virus
podem ter implicagdes neuroldgicas afetando o SNC e o Sistema Nervoso Periférico (SNP).
As manifestacdes neuroldgicas podem estar relacionadas ao neurotropismo viral ou efeitos
indiretos de disfuncdo endotelial com dano vascular e isquemia, hipercoagulagdo com
trombose e hemorragias, resposta inflamatdria sistémica, reagdes autoimunes e outros danos

(CAVALLIERLF. et al., 2022).
2 — COVID-19: Aspectos Gerais
2.1 — Agente etiologico

O agente etioldgico da COVID-19, o SARS-CoV-2, pertence a familia Coronaviridae
(Subfamilia Orthocoronaviridae; Género Betacoronavirus), ¢ um virus envelopado e ndo
segmentado, de forma esférica e apresenta RNA de fita simples com sentido positivo
(ssRNA+). O SARS-CoV-2 ¢ um Coronavirus (CoV), altamente patogénico. Esse virus possui
um genoma de, aproximadamente, 30.000nt com didmetro de 80 a 120 nanémetros (CHEN,
N. et al.,2020; V’KOVSKI, P. et al., 2020).

Sua estrutura genomica ¢ compartilhada com outros Betacoronavirus e codifica até 14
matrizes de leitura aberta (do inglés Open Reading Frames - ORFs). ORFla e ORF1b cobrem
cerca de dois tercos do genoma 5’ e codificam uma grande poliproteina clivada
proteolicamente em 16 proteinas ndo estruturais (NPS 1-16). As proteinas ndo estruturais
nsp7, nsp8 e nspl2 compdem o complexo da replicase (Figura 1). Na extremidade 3’ do
genoma viral, ORF3-10 codificam outras nove proteinas acessorias. Inclui-se também nesta

regido quatro genes que codificam proteinas estruturais: Spike (S), Envelope (E), Membrana


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/cJTe
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/nxpl
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/Bd4e
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/IeD2l
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/IeD2l
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/H1xBo

22

(M) e Nucleocapsideo (N) (HARRISON, A.; LIN, T.; WANG, P., 2020; MACHHI, J. et al.,
2020; LIU, Y. et al., 2021).

L SARS-CoV-2 genome (bp)
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Figura 1. Estrutura genomica do SARS-CoV-2: proteinas estruturais S, E, M e N, as proteinas ndo estruturais
(NPS1-16) e nove proteinas acessorias (GORDON, D. et al., 2020).

Ao ser liberado no citosol, 0 RNA genomico ¢ traduzido em polipoproteinas de
replicase viral ppla e pplab que sdo clivadas em pequenos produtos por proteinases virais
para formar proteinas nao estruturais funcionais (do inglés, NSPs) como uma helicase (Hel) e
formando a RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) (BCHETNIA, M. et al., 2020;
HARRISON, A.; LIN, T.; WANG, P., 2020).

O genoma de RNA de sentido positivo do virus sintetiza uma série de RNAs
subgendmicos (sgmRNA) que sdo traduzidos em proteinas virais (S1, S2, E e M) por
ribossomos ligados ao reticulo endoplasmético (RE). A partir do RNA gendmico, os
nucleocapsideos virais sdo estruturados, seguido de brotamento no limen do RE e no aparelho
de Golgi. Entdo, os nucleocapsideos se fundem com o precursor do virion e sofrem
maturacdo. Os virions sdo transportados através de pequenas vesiculas e liberados para fora

da célula por exocitose (BCHETNIA, M. et al., 2020).

A proteina S ¢ uma glicoproteina do envelope viral que auxilia a penetragdo do virus
na célula, possuindo um dominio de ligagdo ao receptor (RBD), que ¢ dividido em duas
subunidades S1 ¢ S2 (HARRISON, A.; LIN, T.; WANG, P.,, 2020; GLEZER, L. et al., 2021).
O dominio S1 catalisa a ligacdo ao receptor celular, sendo o mais comum a Enzima
Conversora de Angiotensina Il (ACE2). Como os virus estdo sujeitos a mutacdes, isto pode
interferir na especificidade ou afinidade deles a um receptor especifico. O SARS-CoV-2 tem
demonstrado uma afinidade semelhante a regido RBD para ACE2, assim como a RBD de

SARS-CoV (PHAN, T., 2020; TANG, X. et al., 2020; WALLS, A. et al., 2020).
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O ACE2, ¢ um importante receptor celular utilizado no processo de adsorcao do
SARS-CoV-2. Ele ¢ amplamente expresso em células epiteliais alveolares tipo II, nas células
ciliadas do pulmao, células sustentaculares e em menor quantidade em células e tecidos como
0 coracdo, vasos sanguineos, rins, figado, e trato GI. Isto contribui para as diferentes

manifestagdes clinicas da COVID-19 (PILLAY, T., 2020; AHN, J. et al., 2021).

Além da ligacdo ao receptor, a subunidade S2 é responsavel pelo processo de fusdo do
envelope viral a membrana das células. A protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2)
expressa na superficie da célula alvo (Figura 2), possui um potencial de ativagdo em diversas
infecgdes virais. Ao clivar proteoliticamente o sitio polibasico S2 do SARS-CoV-2, ela expde
o peptideo de fusdo, crucial para a penetragdo do virus na célula hospedeira, permitindo uma
aproximacao entre as membranas virais e plasmaticas, seguido da liberacdo do material
genético viral no citoplasma (KIM, D. et al, 2020; JOHNSON, B. A. et al., 2021;
MEINHARDT, J. et al., 2021).

Outras enzimas, como as cisteino proteases catepsina B (CatB) e catepsina L (CatL),
também podem auxiliar esse processo em células que TMPRSS2 nao sdo expressos (OU et al.,
2020; MUUS et al., 2021). A proteina Spike do virus também pode ser clivada pela Furina,
favorecendo o aumento de ligagcdes da proteina S ao receptor ACE2 humano. A furina é uma
serina protease Ubiqua expressa em Orgdos olfatérios e células como pulmio, figado e
intestino. Essa via mediada por Furina difere o SARS-CoV-2 de outros Coronavirus, como o
SARS-CoV (GLEZER, L. et al., 2021; JOHNSON, B. A. et al., 2021; WROBEL, A. et al.,
2020).

A Furina esta relacionada a infec¢des virais, clivando algumas proteinas do envelope
viral e aumentando sua fusdo com as membranas celulares do hospedeiro. Essa proteina ¢
expressa em uma grande variedade de células e a patogenicidade do SARS-CoV-2 pode estar
associada ao seu local de clivagem na proteina S do virus. Isso poderia ocasionar o
aparecimento de alguns sintomas ou o prolongamento dos mesmos € tornar o virus mais

patogénico (GOMES, C. et al., 2020).
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Figura 2. Estrutura da particula viral do SARS-CoV-2 e mecanismo de penetragdo do virus na célula hospedeira
(LAMERS, M. & HAAGMANS, B., 2022).

A RdRP, codificada pelas nsp7, nsp8 e nspl2 da ORF1b, possui uma atividade
revisora que reduz a taxa de erro da polimerase, possibilitando que o genoma do SARS-CoV
seja longo e atuando nos processos de replicagdo e transcri¢ao, levando a uma menor taxa de
erro se comparado a outros virus de RNA (HARRISON, A.; LIN, T.; WANG, P., 2020). No
entanto, apesar da baixa taxa de erro, o SARS-CoV-2 ainda apresenta uma alta frequéncia de
mutacdes em relacdo a outros virus que ndo possuem atividade de revisdo. Isso se deve a sua
rdpida disseminagcdo e transmissdo mundial, fatores que ofereceram oportunidades
substanciais para sua diversificacdo, dando origem a novas variantes (MISTRY, P. et al.,

2022).
2.2 — Transmissao

A maioria das infec¢cdes pelo SARS-CoV-2 ocorre através do contato direto entre
pessoas com as goticulas ou aerosséis de individuos infectados, expelidos pela tosse ou
espirro. O contato com superficies contaminadas (fomites) também pode levar a infecgao,
embora seja uma via menos comum. Algumas evidéncias tém apontado para a contaminagao

fecal-oral (HAN, D. et al., 2020; TAY, M. et al., 2020). Durante o periodo de incubacdo, em
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torno de 48 horas antes do inicio dos primeiros sintomas, os pacientes infectados podem
transmitir a doenga e permanecerem contagiosos por até duas semanas. Ha evidéncias que
pode ocorrer a disseminacdo do virus por individuos assintomadticos, ressaltando a
importancia de medidas sanitdrias e um sistema de vigilancia adequado para controlar a

transmissdo (GAO, Z. et al., 2021; SHARMA, I.; FAROUK, I.; LAL, S., 2021).
2.3 — Manifestacoes Clinicas

O espectro clinico da infec¢do ¢ muito diverso, os principais sinais € sintomas sao:
febre, tosse, fadiga, dispneia, mal-estar e mialgia, anosmia, ageusia e sintomas respiratorios
do trato superior (BRASIL, 2022; GALINDO,F. & VALENCIA, F., 2021). Alguns sinais
menos comuns também podem ocorrer, como dor de garganta, sintomas gastrointestinais,
erupgdes cutaneas na pele ou descoloracao dos dedos das maos ou dos pés, olhos vermelhos
ou irritados, dores nas articulagdes e vomitos (DOCHERT, A. et al., 2020; CAROD-ARTAL,
F.,2021; WHO, 2021).

Alguns individuos podem evoluir para quadros mais graves e criticos, apresentando
pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratoria, disfun¢ao de multiplos o6rgaos, sepse e
morte (CIOTTI, M. et al., 2020; LAMERS, M. & HAAGMANS, B., 2022). Nos pacientes
com COVID-19 grave, a falta de ar ¢ um sintoma bem comum resultante da hipoxemia, apds
o aparecimento desses sintomas a insuficiéncia respiratéria progressiva se desenvolve, e esses
pacientes geralmente preenchem os critérios para a SDRA (Sindrome do Desconforto

Respiratorio Agudo) (WANG, D. et al., 2020; ZHOU, F. et al., 2020).

Pacientes com insuficiéncia respiratdria apresentam evidéncias de hiper-inflamacao
sisttmica (CHEN, N. et al, 2020; DEL VALLE, D. et al, 2020). A analise do sangue
periférico de pacientes graves com COVID-19 revelou um aumento da expressdo de varias
citocinas pro-inflamatorias: Interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-1B, Proteina de
Quimioatracdo de Monocitos (MCP-1), Proteina Induzivel 10 (IP-10), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador de coldnias de granulédcitos (G-CSF), um interferon
tipo I enfraquecido (IFN-I) e concentracdes elevadas de marcadores inflamatorios, como
D-dimero, ferritina e Proteina C-reativa (PCR) (HU, B.; HUANG, S.; YIN, L., 2021; LIU, Y.
etal., 2021).

Os niveis séricos de IL-6, IL-8 ¢ TNF-0, no momento da internagdo, sdo preditores

fortes e independentes de sobrevida do paciente. A gravidade da doenga também pode levar a
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doencas extrapulmonares, lesdes cardiacas, renais e hepaticas agudas, arritmias cardiacas,
rabdomiolise, coagulopatia e choque (LAMERS, M. & HAAGMANS, B., 2022). A relagao

desses sintomas pode ser observada na Figura 3.

Manifestagdes da COVID-19
em outros orgaos e sistemas, além dos pulmaes:
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Figura 3: Manifestagdes da COVID-19 em outros 6rgaos ¢ sistemas, além dos pulmdes. A COVID-19 apresenta
um aspecto clinico diverso, podendo causar lesdes ou afetar diversos 6rgaos. Fonte: Elaborado pela propria
autora, criado com biorender.com.

Atualmente, muitas evidéncias apontam que o SARS-CoV-2 ndo afeta apenas o trato
respiratorio, mas também o SNC. Esse potencial neuroinvasivo também ja foi relatado em
outros coronavirus como o Coronavirus 229E (HCoV-229E), o Coronavirus NL63
(HCoV-NL63), o da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV), e o da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) (MEINHARDT, J. et al., 2021).

A neuroinflamagdo pode levar a disfuncdo cognitiva ao comprometer a barreira
hematoencefalica: dessa forma, as citocinas podem migrar para o SNC e levar a uma ativagao
microglial e ao estresse oxidativo, induzindo o comprometimento cognitivo sinérgico. Estas
citocinas acabam comprometendo a permeabilidade da barreira hemato-encefalica através da
regulacdo positiva de ciclooxigenase-2 (COX-2) e ativagdo da metaloproteinase da matriz

(MMP). O resultado dessa neuroinflamagdo pode contribuir a longo prazo para déficits
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cognitivos graves (ALNEFEESI, Y. et al., 2021; BAKER, H.; SAFAVYNIA, S.; EVERED,
L., 2021). A seguir, a Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas e diferengas entre os sete

coronavirus capazes de provocar doencas em humanos:
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Tabela 1. Descrigdo das caracteristicas clinicas dos sete coronavirus identificados, capazes de infectar humanos.

VIRUS

EVENTOS

MANIFESTACOES CLINICAS

HCoV-229E

Identificado em 1966, em amostras de estudantes com
resfriado comum (TYRRELL, D. & BYNOE, M. 1965).

Dor de cabega, secrecdo nasal, espirros, dor de garganta, mal-estar, febre
e tosse, caracteristicas neuroinavsivas. Idosos, criangas e
imunocomprometidos sdo mais vulnerdveis a infecgdes do trato
respiratorio inferior e as formas graves da doenca.

HCoV-0C43

Agentes infecciosos de uma amostra em 1967, causavam
infeccoes semelhantes a bronquite no trato respiratorio
superior (HAMRE, D. & PROCKNOW, J., 1966;
ALMEIDA, J. & TYRRELL, D., 1967; MCINTOSH, K. et
al., 1967).

Em geral, provoca infec¢cdes semelhantes ao HCoV-229E. Evidéncias
apontam para uma possivel infiltragdo neuronal, por causarem problemas
digestivos e disfungdes do olfato e paladar.

SARS-CoV

Em 2002, casos de uma doenca febril que evoluiu para
pneumonia atipica identificada em Hong Kong, Handi e
Cingapura (DROSTEN, C. et al., 2003; ZHAO, Z. et al.,
2003).

Febre, mialgia, mal-estar, dor de cabeca, calaftrios, tosse seca, dispneia e
dificuldades respiratérias podem ocorrer. Além de, infec¢do do trato
gastrointestinal, rim, figado e cérebro, danos alveolares e linfopenia.

HCoV-NL63

Isolado em 2004 na Holanda, em amostra de uma menina de
sete meses de idade. (ESPER, F. et al., 2005).

Coriza, conjuntivite, febre e bronquiolite. Embora, esse virus ja tenha
demonstrado propriedades neuroinvasivas, anosmia € ageusia.

HCoV-HKU1

Isolado de um adulto com doeng¢a pulmonar crdénica na
cidade de Hong Kong (VAN DER HOEK, L. et al., 2004).

Rinorréia, tosse, congestdo nasal, febre, escarro, dor de garganta,
calafrios, secrecdo poOs nasal, hipertrofia tonsilar e convulsdes febris
(raras).

MERS-CoV

Identificado em junho de 2012, através de um paciente
internado na Arabia Saudita (MCINTOSH, K. &
PERLMAN, S., 2015).

Pneumonia aguda progressiva que pode levar a insuficiéncia renal aguda,
evoluindo para obito, dificuldade respiratéria, choque séptico,
coagulopatia, pericardite, tosse, febre, calafrios, dor de garganta, mialgia,
artralgia e dispneia.

SARS-CoV-2

Identificado em 2019, na cidade de Wuhan na China, casos
de uma pneumonia viral grave (MACHHLI, J. et al., 2020).

Febre, tosse, anosmia, ageusia, fadiga, dificuldades respiratorias,
alteracdes neuroldgicas. Idosos e pessoas com comorbidades podem
desenvolver formas mais graves.
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Em pacientes acometidos com COVID-19, tém sido relatados alguns sintomas
persistentes ap6s a doenca. Essas sequelas sdo descritas utilizando-se o termo “COVID
Longo” ou “Sindrome de COVID Longa”, por apresentarem sintomas de longa duracdo. Este
termo tem sido utilizado por autores para descrever individuos que testaram positivo para o
COVID-19 e apresentaram sintomas 28 dias apos o diagnostico ou podendo chegar até 12 ou
mais meses apés a infeccdo (DE PAULA, J. et al., 2022; SUDRE, C. et al., 2021; YONG, S.,
2021).

Os sintomas duradouros de COVID-19 estdao sendo observados tanto em pacientes que
necessitaram de hospitalizagdo, quanto em casos mais leves a moderados. Os sintomas
incluem fadiga, cefaleia, comprometimento cognitivo, dispneia e anosmia. Entretanto, alguns
dados sugerem que a COVID-19 leve esteja relacionada a sintomas de longa duragdo como:
manifestagdes neurologicas e psiquiatricas, e sequelas persistentes em torno de 30% desses
pacientes com prevaléncia em idosos (DE PAULA, J. ef al., 2022; LOGUE, J. et al., 2021;
SUDRE, C. et al., 2021).

3 — Anatomia do Olfato e Paladar

3.1 — Fisiologia do Olfato

O olfato ¢ um mecanismo versatil e sensivel para detectar e discriminar milhares de
odores volateis. O reconhecimento olfativo ¢ mediado pelos Receptores Olfativos (ROs),
ativando uma cascata de transdu¢do mediada pela proteina G (IHARA, S.; YOSHIKAWA, K.;
TOUHARA, K., 2013). A percepcao de diferentes odores envolve um complexo mecanismo
entre o nariz e o cérebro. Inicialmente, o ar passa através das narinas e as moléculas de odor
se ligam aos receptores dos nervos olfativos. Esses nervos estdo presentes em uma cavidade
revestida e muito especializada localizada na parte superior da cavidade nasal, denominada de
Epitélio Olfatorio (EO). Ao receber esses estimulos, os nervos olfativos enviam sinais ao
cérebro, onde este odor ¢ processado e pode ser reconhecido pelo individuo (HUYNH, P

ISHII, L..; ISHII, M., 2020).

O EO ¢ constituido por cinco elementos celulares: os neuronios sensoriais olfativos
(NSOs) sao células ciliares, as quais estao localizados os ROs; as células sustentaculares, ou
células de suporte, protegem os neurdnios sustentando sua atividade e metabolismo através da

liberagdo de glicose no muco; as células microvilares desempenham um suposto papel na


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/UJiGA
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/7p7VT
https://paperpile.com/c/Wg9kTW/7p7VT

30

modulagdo do sinal olfativo; as células basais sdo capazes de promover a regeneragao no EO;
e as Glandulas de Bowman, além de produzirem muco, auxiliam a ligacdo das moléculas
odoriferas aos ROs (Figura 4) (HAYDEN, S. & TEELING, E., 2014; CIOFALO, A. et al.,
2022). Devido a localizagdo do EO, ¢ possivel uma comunica¢ido com a regido da nasofaringe,
0 que anatomicamente propicia as moléculas odoriferas alcangcarem o Bulbo Olfatorio (BO)
pela inspiracdo através das narinas ou via retronasal com a ingestao de alimentos (BUSHDID,

C.etal.,?2014).
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Figura 4: Anatomia do sistema olfatorio. (a) O ar presente no ambiente penetra pelas narinas e os odores sdo
detectados pelos Neurdnios Sensoriais Olfativos (NSOs) presentes no Epitélio Olfatério (EO), localizado na
parte superior da cavidade nasal. Os NSOs projetam um axdénio ndo mielinizado para o Bulbo Olfatério (BO).
Os axonios dos NSOs e suas células embainhadas associadas formam feixes que se projetam através de aberturas
na placa ciribriforme para o BO, onde ocorrem sinapses transmitindo as informagdes sensoriais ao cérebro. (b)
Representagdo dos diferentes tipos celulares que compdem o EO. As moléculas odoriferas sdo reconhecidas
pelos receptores de odor localizados nos cilios dos NSOs. Fonte: Elaboragdo de autoria propria, via
biorender.com.br.

Os ROs compreendem a maior familia de genes no genoma dos mamiferos. A familia
de genes dos ROs humanos abrange cerca de 857 membros que podem ser acessados através

de um recurso online e gratuito, chamado The Human Olfactory Receptor Data Explorer

(HORDE, https://genome.weizmann.ac.il/horde/). Dentre esses genes, até 391 codificam
receptores olfativos funcionais, enquanto 466 membros desta familia de ROs sdo pseudogenes

(OLENDER, T.; NATIV, N.; LANCET, D., 2013). Esta vasta quantidade de diferentes
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receptores olfativos possibilita a discriminagdo de muitos odores distintos (BUSHDID et al.,

2014; NAGAYAMA, S.; HOMMA, R.; IMAMURA, F,, 2014).

A estimulagdo da mucosa com um odorante leva a ativagdo de um conjunto de
quimiorreceptores, podendo ser decompostos pela associacdo de ligantes odoriferos com
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) que atuam como ROs (YOUNG et al., 2003;
IHARA, S.; YOSHIKAWA, K.; TOUHARA, K., 2013). Em fun¢do da concentracdo do
odorante, frequéncias de potencial de agcdo sdo transmitidos para o BO. A proteina marcadora
olfatoria (do inglés, OMP) ¢ uma pequena e abundante proteina citoplasmatica com expressao
restrita a neurdnios quimiossensoriais maduros e associada a uma cascata de transdugdo de
sinal. Os eventos associados aos ROs sdo mediados por componentes do EO, incluindo:
proteina G olfatoria (G,) e adenilil ciclase III (AC III). A AC III catalisa a formagdo da
molécula de sinalizacao de Adenosina Monofosfato Ciclico ((AMP) em resposta a sinalizagao

da proteina G e também a proteina OMP (KANG, N. et al., 2015).

A partir disso, a informagdo segue para uma extensa 4rea do cortex cerebral se
projetando para diversas estruturas secundarias como o Nucleo Olfativo Anterior (NOA),
responsavel pelo estimulo do odor. O cértex piriforme apresenta um papel significativo no
processamento de odores baseados na experiéncia e aprendizado, além dos estimulos diretos

para o hipotdlamo, como os estimulos comportamentais, viscerais € endocrinos (OLENDER,

T. et al., 2016).
3.2 — Fisiologia do Paladar

O orgao responsavel pelo sabor ¢ a lingua. A presenca de determinadas substancias na
boca permite que apreciemos através do paladar qualidades quimicas desses produtos,
propiciando discernimento sobre alimentos benéficos e possiveis substincias venenosas,
assegurando a sobrevivéncia humana (COLVIN, J.; PULLICIN, A.; LIM, J., 2018; HIGGINS,
M. & HAYES, J., 2019). A deteccdo de sabores ocorre por receptores transmembrana
especificos, localizados no apice das Células Receptoras Gustativas (CRGs), capazes de
reconhecer as moléculas presentes nos alimentos sem que a substancia quimica entre na célula
e residem em estruturas conhecidas como papilas gustativas, distribuidas na lingua e no palato
mole (Figura 5). Os humanos possuem cerca de mil papilas gustativas e elas podem ser
encontradas em trés tipos: fungiformes, foliadas e circunvaladas (HOON, M. et al., 1999;

FEENEY, E. & HAYES, J., 2014).
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Figura 5: Anatomia do sistema gustativo. (a) A lingua € o 6rgdo fundamental responsavel pelo paladar, onde
algumas saliéncias nessa regido podem ser perceptiveis a olho nu, denominadas de papilas gustativas. As papilas
gustativas humanas exibem caracteristicas circunvaladas, foliadas e fungiformes. Cada uma delas possui células
especializadas conhecidas como receptores gustativos ou botdes gustatorios, constituindo os elementos
especificos para a percepcdo do paladar ¢ relacionadas com as fibras nervosas (os nervos trigémeos, facial e
glossofaringeo) levando os estimulos ao cortex cerebral, formando as percepgdes sensitivas do paladar. (b)
Representagdo da estrutura dos receptores gustativos presentes nas papilas gustativas. Fonte: Elaboragdo de
autoria propria, via biorender.com.br.

As papilas gustativas sao agrupamentos de 50 a 100 células neuroepiteliais localizadas
em toda cavidade oral, incluindo epiglote e faringe (WITT, M., 2019). As papilas
circunvaladas estdo localizadas na parte posterior da lingua e se apresentam em maior
quantidade se comparada as outras; as papilas foliadas estdo presentes nas bordas laterais
posteriores; e as papilas fungiformes encontradas principalmente na ponta, € em menor grau,

no comprimento da lingua (RISSO, D.; DRAYNA, D.; MORINI, G., 2020).

Os receptores gustativos sdo quimiorreceptores periféricos constituidos de células
neuroepiteliais, fusiformes e possuem um curto prolongamento piloso em sua extremidade
apical, inervadas por fibras nervosas dos nervos cranianos VII, IX e X (SIMON, S. et al.,
2006). Esses receptores geralmente apresentam varias células gustativas agrupadas cuja
estrutura lembra um tonel (figura 5 (b)) associadas com outras células de suporte. Possuem
uma pequena abertura projetada para a superficie da mucosa denominada de poro gustativo,

este da acesso ao interior do receptor olfatério. Ao serem estimulados devido as substancias


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/B9780444638557000101?via%3Dihub
https://www.nature.com/articles/nrn2006
https://www.nature.com/articles/nrn2006

33

quimicas presentes nos alimentos, desencadeiam o impulso nervoso que sera interpretado no

SNC (WITT, M., 2019).

Os dois tipos de receptores transmembrana relevantes para o paladar sdo: os canais
ionicos que medeiam os gostos azedo (H *) e salgado (Na ") e os receptores acoplados a
proteina G (RPGs), que medeiam os sabores doce, umami e amargo (Figura 3)
(BACHMANOV, A. et al., 2014; ROPER, S. & CHAUDARI, N., 2017). Recentemente,
identificou-se que o sabor acido ¢ mediado pelo canal i6nico Otopetrina-1, um canal seletivo
de protons envolvido na sensacdo de gravidade no sistema vestibular (TU, Y. et al., 2018). O
sabor azedo ¢ mediado pelo membro 1 da subfamilia V do canal catidnico potencial do
receptor transiente (TRPV1, também conhecido como receptor de capsaicina), envolvido na
percepcao de irritantes e outros estimulos potencialmente prejudiciais aos tecidos, incluindo
0s compostos exdgenos, como a capsaicina em pimenta malagueta e compostos endogenos,
como os produzidos durante a inflamacdo (LEFFLER, A. et al., 2006). A inflamagdo e o dano
tecidual produzem um aumento local significativo na concentragdo de prétons, capazes de

excitar o TRPVI (REEH, P. & STEEN, K., 1996).

Amargo

Azedo

Salgado

Umami

Doce

Figura 6: Mapa dos sabores. Esquema para demonstrar as regides onde os receptores identificam com mais
frequéncia os diferentes tipos de sabores. Na regido posterior da lingua, o sabor amargo representado pela cor
verde claro ¢ bastante reconhecido; Na regido lateral da lingua é possivel identificar os sabores azedo (verde
escuro) e salgado (rosa); Na parte central da lingua, o sabor umami (cinza) pode ser reconhecido por toda essa
superficie; E na porgéo final do corpo da lingua o sabor doce (azul) ¢ comumente identificado.
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Os quimiorreceptores gustativos (especialmente os receptores doce, umami € amargo)
também foram identificados no trato gastrointestinal (GI) e no sistema respiratorio. Dessa
forma, o paladar e os receptores gustativos devem ser considerados como um amplo sistema
quimiossensorial reconhecendo agonistas exogenos (alimentos) e endogenos (metabolitos e
outros compostos) intercedendo a resposta sist€émica (FINGER, T. & KINNAMON, S., 2011).
A modulagdo e agugamento desses receptores dentro do sistema GI pelos mesmos compostos
que conferem o sabor dos alimentos podem ter diferentes funcdes, desde a absorcao até a
metabolizacdo de nutrientes, liberagdo de hormonios da saciedade, modulagdo do transporte
de glicose, esvaziamento gastrico e regulacao da motilidade intestinal (RISSO, D.; DRAYNA,
D.; MORINI, G., 2020).

4 — Etiologia de Anosmia e Ageusia

A diminui¢do da percepcao olfativa ¢ chamada de hiposmia e a perda completa da
capacidade de sentir cheiros ¢ denominada de anosmia (onde as moléculas odoriferas nao
alcancam o epitélio olfatério). No caso da diminuicao da percep¢ao do paladar, chamamos de
hipogeusia, embora também possa ocorrer uma perda completa desse sentido, conhecida
como ageusia. (DEEMS, D. et al, 1991; REBHOLZ, H. et al, 2020). Segundo
SCHIFFMAN, S., 2018, outros termos comumente utilizados para caracterizar os distirbios
quimiossensoriais sao:

e hiperosmia (sensibilidade aumentada do olfato);

e disosmia (sensacao olfativa distorcida);

e fantosmia (alucinagdes olfativas, percepgao de odores sem que haja estimulos);
e hipergeusia (sensibilidade aumentada do paladar);

e disgeusia (sensacdo do paladar distorcida);

e fantogeusia (sensacdo de sabor na auséncia de estimulo na cavidade oral).

A etiologia das disfungdes quimiossensoriais do olfato e paladar ¢ multifatorial
(SODAL, A. et al., 2021). Entre os fatores mais encontrados na literatura estdo: doenga nasal
e sinusal obstrutiva, causas congénitas (ex: arrinencefalia), desvio de septo nasal, fatores
genéticos, neoplasias nasais e intracranianas, infeccdes das vias aéreas superiores € exposicao
a virus, traumatismo cranioencefalico, deficiéncias nutricionais (vitaminas A, B6 e B12 e de
zinco ou cobre), exposi¢cdo a substincias toxicas, algumas medicacdes, tabagismo, anestesia
geral, alteragdes psiquiatricas, doengas neuroldgicas, ma higiene bucal, traumas dentarios,

envelhecimento, iatrogenia (efeitos ou complicagdes decorrentes de um tratamento médico) e
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idiopaticas (sem causa definida) (RAWAL, S. et al., 2015; BOESVELDT, S et al., 2017,
REBHOLZ, H. et al., 2020).

4.1.1 — Fatores genéticos

Alguns fatores genéticos podem influenciar nos mecanismos de anosmia e ageusia. A
anosmia congénita ¢ a condicdo em que had auséncia do olfato desde o nascimento,
relacionado a algum tipo de disturbio genético, degeneragao ou atrofia do EO e/ou BO
(FRASNELLL, J. et al., 2013; MANAN, H. et al., 2021; THAPLOO, D. et al., 2022). A
Sindrome de Kallmann ¢ uma doenca genética caracterizada por atraso da puberdade e que
pode levar a uma alteracao ou perda do olfato, decorrente da mutagcdo em genes responsaveis
pelo desenvolvimento neuronal, provocando alteracdes no desenvolvimento do BO e nos
niveis do hormonio gonadotrofina (GnRH) (MACCOLL, G.; BOULOUX, P.; QUINTON, R.,
2002; BARBER, T. ef al., 2021). Esta sindrome ¢ uma das causas mais comuns de disfungdo
olfatéria congénita; entretanto, anosmia familiar associada com calvicie prematura, cefaleia
vascular e diabetes também foram identificados e associados a causas genéticas (BARBER, T.

etal., 2021).

Polimorfismos nos genes dos receptores gustativos podem levar a diferentes fenotipos
gustativos, diminuindo a capacidade de saborear ou aumentando-a (SMITH, A.; FARBMAN,
A.; DANCIS, J., 1965). Um exemplo ¢ a feniltiocarbamida (PTC), um composto organico nao
¢ encontrado na natureza e de acordo com o genoma do individuo pode ter um sabor amargo
ou ser praticamente sem sabor, com sua frequéncia variando de acordo com a populacao
estudada. A sensibilidade gustativa ao reconhecer PTC ou moléculas relacionadas ¢ herdada
de maneira autossOmica recessiva e grande parte dessa variagdo ¢ mediada por trés
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) no gene TAS2R38 que codifica o receptor de

gosto amargo (KIM, U. et al., 2003; RISSO, D. et al., 2016).

Viarios outros polimorfismos de genes receptores gustativos foram identificados e
relacionados sobre sua possivel implicagdo nos comportamentos alimentares e na saude
(RISSO, D.; DRAYNA, D.; MORINI, G., 2020). Percep¢des de um sabor amargo em varios
adogantes amplamente utilizados também podem afetar algumas pessoas, devido a alguns
polimorfismos em TAS2R43 e TAS2R44 afetarem o sabor amargo de sacarina e acessulfame
(KUHN, C. et al., 2004), e variantes em TAS2R4 ¢ TAS2RI4 alteram o sabor amargo de

esteviosideo (RISSO, D. et al., 2014). A disautonomia familiar, que ¢ a deple¢dao completa ou
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grave das papilas gustativas, também pode ser uma das causas de ageusia (SMITH, A.;

FARBMAN, A.; DANCIS, J., 1965).
4.1.2 — Fatores externos e medicamentos

Embora a genética desempenhe um papel nas alteragdes no olfato e paladar, a maioria
dessas alteragdes ocorre devido a fatores ambientais. Exposi¢des a substancias toxicas como
produtos quimicos e agentes industriais (anfetaminas, antibidticos, cocaina, derivados de
petrdleo, dioxido sulfurico, etanol, formaldeido, metais pesados, metanol, mondxido de
carbono, nicotina, solventes organicos, sulfato de zinco e tetracloreto de carbono) podem
levar a perda olfatoria em questdo de dias ou apds anos (DEEMS, D. et al., 1991; TEMMEL,
A. et al., 2002; SCHIFFMAN, S., 2018). O grau da lesdo esta relacionado com o tempo de
exposi¢do, concentracdo e toxicidade do agente (ex: tabaco), podendo ser reversivel ou

permanente (SCHNELLER, L. ef al., 2018).

A percep¢do do sabor também pode ser afetada por essas substincias toxicas, no
entanto, insuficiéncia hepatica e renal, uremia e diabetes também podem provocar altera¢des
no paladar do individuo. Interferéncias podem ocorrer na composicdo ou quantidade da
producao quimica da saliva, alterando as membranas mucosas orais ¢ reduzindo o niamero, a
ativacdo ou a capacidade regenerativa das células receptoras gustativas e a eficacia de

transducao de sinal, afetando os nervos gustativos (GENTER, M. & DOTY, R., 2019).

Outro fator que pode levar ao comprometimento da percep¢ao normal de sabores é o
consumo de 4lcool. O uso dessa substancia pode provocar alteracdes na sensibilidade dos
receptores gustativos e interferir na absor¢ao de micronutrientes, como as vitaminas A ¢ B e o
mineral zinco. Isto pode levar a modificacdes da morfologia das papilas gustativas e
alteracdes funcionais da saliva, procedendo um aumento de apoptose nas glandulas salivares

(SLOMIANY, B.; PIOTROWSKI, J.; SLOMIANY, A., 1997; SILVA, C. et al., 2015).

Os medicamentos costumam afetar mais o paladar do que o olfato. Neste caso,
normalmente as altera¢des duram até a continuidade do uso do medicamento e estes sentidos
sdo restituidos com a suspensao do tratamento. Os pacientes reportam uma perda progressiva
e gradual da olfacdo, flutuante, devido a infecgdes agudas e exposi¢do a alérgenos (DEEMS,
D. et al., 1991; TEMMEL, A. et al., 2002). Os antimicoéticos, antibioticos, anti-histaminicos e

agentes antialérgicos, anti-inflamatorios, imunossupressores, medicamentos neurologicos e
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psiquiatricos podem modificar a composi¢do do muco e afetar os comportamentos alimentares

e levar a diminuicao da percepcao olfativa (NOLDEN, A. et al., 2019; VAN, S. et al., 2018).

Nos Estados Unidos, pesquisas revelam que cinquenta por cento (50%) das drogas
mais utilizadas no pais no ano de 2017 induziram sintomas quimiossensoriais e efeitos
colaterais (SCHIFFMAN, S., 2018). Pacientes oncoldgicos podem apresentar distarbios de
olfato e paladar como efeitos colaterais da quimioterapia e radioterapia, afetando a capacidade
de resposta a intensidade, o reconhecimento dos sabores e limiares de deteccdo devido a
atrofia provocada pela radiacdo nas papilas gustativas (DESHPANDE, T. et al., 2018;
REBHOLZ, H. et al., 2020). Essas alteragdes podem ser solucionadas em cerca de dois a trés

meses apos a conclusdo do tratamento (McLAUGHLIN & MAHON, 2014).

As queixas quimiossensoriais relacionadas aos medicamentos incluem sensacdes
adversas, como sabores amargos ou metalicos, acuidade reduzida e distor¢des perceptivas.
Geralmente, reagdes adversas de medicamentos sdo mais comuns em pacientes geriatricos
(ATKIN,P. & SHENFIELD, G., 1995; STRICKER, B. ef al., 1996). Individuos idosos estdo
mais suscetiveis a disturbios quimiossensoriais decorrentes do uso desproporcional de
medicamentos prescritos € ndo prescritos em relacdo aos pacientes mais jovens (ATKIN, P. et

al.,2012).
4.1.3 - Lesdes pos-traumaticas

Anosmia e ageusia também podem ocorrer apds traumatismo cranioencefalico,
contusdo cerebral e hemorragia ocasionando danos aos nervos olfativos na lamina
ciribriforme, lesdes diretas na lingua e nas papilas gustativas e danos ocasionados nos nervos
cranianos podendo provocar de maneira imediata essas disfungdes (SCHOFIELD, P. &
DOTY, R., 2019). As causas exatas ainda ndo estdo estabelecidas, alguns estudos abordam
que a anosmia € cinco vezes mais frequente em lesdes na regido occipital do cranio

(MUELLER, A. etal., 2005).
4.1.4 — Infeccoes virais

As infecgdes virais agudas do trato respiratdrio superior sao responsaveis por cerca de
11 a 40% dos distirbios olfativos e também sdo causas importantes de perda de paladar
(POTTER, M. et al., 2020; SCHWARTZ, J.; TAJUDEEN, J.; KENNEDY, D., 2019). Os

patogenos causadores, geralmente, sdo virus que levam a gripe ou ao resfriado comum, como
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alguns coronavirus, rinovirus, adenovirus, ortomixovirus, entre outros (BLAAS, D., 2016;

SUGIURA, M. et al., 1998).

As respostas inflamatorias de alguns virus na cavidade oral desempenham papel na
patogénese da disfungdo gustativa e na renovagao das papilas gustativas (WANG, H. ef al.,
2009; COOPER, K. et al., 2020). Na maioria dos casos, anosmia € ageusia sao temporarias e
retornam ao normal assim que os sintomas de resfriado ou da gripe desaparecem. Os virus
mencionados acima podem levar & DOPYV, afetando mais as mulheres do que os homens,
embora os fatores que determinem essa suscetibilidade ainda ndo estejam totalmente

elucidados (BOESVELDT, S. et al., 2017).

Estudos relatam que a recuperacdo do olfato ¢ mais tardia nas mulheres. Algumas
suposi¢des indicam que a mulher possui o olfato e o paladar mais agugados, e isso poderia
ocasionar uma maior sensibilidade a mudangas e a um prejuizo subjetivo (TAN, B. et al.,
2022). Explicagdes bioldgicas também poderiam associar o estrogénio ao aumento da
expressao de ACE2, dado que o gene dessa enzima esta localizado no cromossomo X. Isso
poderia indicar que o ACE2 poderia ser mais expresso em mulheres ou expressar
heterodimeros, alterando a ligacdo do virus, aumentando sua infec¢do no sexo feminino. No
entanto, em condi¢des patologicas como diabetes e doenca renal, muitos estudos pré-clinicos
demonstram que ACE?2 ¢ mais expresso em homens (GEBHARD, C. et al., 2020; GEMMATI,
D. et al., 2020).

Existem dois mecanismos de a¢do pelos quais o virus pode afetar o olfato:

1. Por meio de uma inflamagdo local ou uma obstru¢do das vias aéreas (AKERLUND,
A.; BENDE, M.; MURPHY, C., 1995);

2. Através do envolvimento do virus causando danos no EO, aos nervos periféricos e as
células localizadas nesta regido (WELGE-LUSSEN, A. & WOLFENSBERGER, M.,
2006).

Além disso, causas de disfungdes olfativas também estdo ligadas a penetracdo do virus no
SNC, danificando regides do cérebro como o bulbo olfatorio, cortex piriforme, tubérculo

olfativo, entre outros (BAIG, A. et al. 2020; REBHOLZ, H. et al., 2020).

O primeiro mecanismo de acdo ¢ observado em resfriados comuns e em outras
infeccdes por coronavirus. A inflamag¢do local provoca um edema da mucosa nasal,

impedindo que as moléculas odoriferas consigam se ligar aos seus receptores
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correspondentes, resultando em uma capacidade olfativa reduzida. Devido a essa obstrucio
das vias aéreas, o fluxo de passagem de ar ¢é significativamente reduzido e a quantidade de
odores na cavidade podem ser insuficientes para disparar as vias de sinalizacao

(WELGE-LUSSEN, A. & WOLFENSBERGER, M., 2006; GLEZER, I. et al., 2021).

Um estudo utilizou o Coronavirus 229E para induzir o resfriado comum em pacientes
saudaveis, os quais apresentaram disfunc¢des olfativas quatro dias apos a inoculagdo. Nesse
estudo, a disfungdo olfatéria na fase aguda da infecg¢@o, ndo pos-viral, pode resultar no edema
da mucosa nasal ou obstru¢do do fluxo de ar quanto ao dano induzido pelo virus no EO

(AKERLUND, A.; BENDE, M.; MURPHY, C., 1995).
4.1.5 — Fatores biologicos

Os limiares olfativos e gustativos diminuem com o envelhecimento, aumentando entre
a sétima e oitava década. Declinios relacionados a idade afetam a discriminacdo de alguns
odores e a percepcdo de determinados alimentos incluindo o sabor azedo e amargo
(VEENEMANN, M.; HUMMEL, T.; BERGER, K., 2008). Esses efeitos sdo menores nas
mulheres em relagdo aos homens, apesar de ainda ndo serem bem compreendidos evidéncias
indicam uma diminui¢do das papilas gustativas e reducao da capacidade neural com o avango

da idade (LANDIS, B. et al., 2010; OLESZKIEWICZ, A. et al., 2019).

Estudos epidemiologicos, indicam que a prevaléncia e a gravidade de disfungdo
olfativa e gustativa aumentam em cerca de 10% de pessoas com mais de 65 anos. Esses
individuos podem apresentar desde uma variacao de perda leve a anosmia e ageusia, afetando
pessoas com mais de 80 anos em até 80% dos casos (MURPHY, C. et al., 2002; KONDO, K.
et al., 2020). Essas disfungdes podem ser um sinal clinico ou pré-clinico de doengas
neurolégicas como a doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, doenca de Parkinson,
deméncia por corpos de Lewy, deméncia vascular e disturbio idiopatico do sono de

movimento rapido dos olhos (DOTY, R., 2017).

5 — Mecanismos propostos de Anosmia e Ageusia na COVID-19

A patogénese exata do SARS-CoV-2 que leva a anosmia e ageusia ainda ¢ incerta. No
interior da cavidade nasal, a mucosa nasal atua como receptor celular do virus, portanto,
obstrucdes nessa regido e danos nas vias do SNC que incluem o EO podem levar a anosmia
(REBHOLZ, H. et al., 2020). Por outro lado, a ageusia, causada pelo envolvimento da

membrana mucosa de toda a cavidade oral e principalmente das células epiteliais da lingua,
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causa perda da modulagdo da percepcao do paladar (ZHONG, M. et al., 2020; FARID, H. et
al., 2022).

O virus SARS-CoV-2 pode levar a disfungdes cerebrais por mecanismos diretos e
indiretos, como dano de neuronios sensoriais olfativos, levar ao comprometimento do centro
de percepgdo olfativa do cérebro e a uma anosmia pos viral. A infec¢do também pode levar a
uma tempestade de citocinas, que pode danificar a barreira hematoencefalica e interromper
o funcionamento normal do SNC. Relatos de estado pro-tromboético foram, também,
associados a COVID-19, levando a obstru¢do de vasos cerebrais e ocasionando lesdes
(AGHAGOLI, G. et al., 2020; YAZDANPANAH, N.; SAGHAZADEH, A.; REZAEI, N.,
2020).

As células sustentaculares e a glandula de Bowman na mucosa olfatoria, eram alvo
principal para a penetragao do virus na célula hospedeira por serem as células do EO que mais
abundantemente expressam ACE2 e TMPRSS2 (BILINSKA, K. et al., 2020; BRANN, D. et
al., 2020; KHAN, M. et al., 2020; MEINHARDT, J. et al., 2021). Algumas evidéncias
sugerem que além dessas células no EO, as células epiteliais orais e as células das papilas
gustativas, expressam o receptor da ACE?2, o qual ¢ o receptor de entrada para virus da familia
Coronaviridae, incluindo o SARS-CoV-2 (ZHONG, M. et al., 2020). Além disso, outros
estudos sugerem que o virus utilize multiplos receptores de entrada, como os receptores de
acido sialico e os receptores 70!l Like (TLR) para penetrar na célula hospedeira (VAIRA, L. et
al., 2020; GADANEC, L. et al.; 2021; HUANG, N. et al., 2021).

O SARS-CoV-2, ao se ligar no receptor de acido sidlico salivar, pode interferir no
transporte mediado por glicoproteinas de saborizantes e contribuir para a anosmia
(MILANETTTL, E. et al., 2021; NGUYEN, L. et al., 2022). As células gustativas se tornam
susceptiveis a infec¢do devido a expressdao de multiplos receptores de entrada do virus, sendo
demonstrado que tanto a infeccdo como a replicacdo ocorrem em células das papilas
gustativas humanas. Quando a infec¢do ocorre diretamente nessas células levando a uma
inflamacao local, pode desencadear alteracdes na percep¢ao dos sabores (WANG, H. et al.,

2009; SRINIVASAN, M., 2021).

Evidéncias sugerem que o Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
composto pelas ACE] e ACE2, renina e aldosterona desempenham um papel na regulacdo da

pressdo arterial e na patogénese da COVID-19 (SAENGSIWARITT, W. et al., 2022). A
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https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Inflammation+and+Taste+Disorders&author=Wang,+H.&author=Zhou,+M.&author=Brand,+J.&author=Huang,+L.&publication_year=2009&journal=Ann.+N.+Y.+Acad.+Sci.&volume=1170&pages=596%E2%80%93603&doi=10.1111/j.1749-6632.2009.04480.x&pmid=19686199
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predisposicdo genética foi considerada um dos contribuintes para a infeccdo pelo
SARS-CoV-2, as variagdes nos genes relacionados ao SRAA foram implicadas na
susceptibilidade e gravidade da COVID-19. O gene ACE] localiza-se nos bracos longos do
cromossomo e contém 26 éxons. A ACE! converte a converte Angiotensina-I (Ang-I) em
Angiotensina-Il (Ang-II). J& a ACE2, converte Ang-II em Angiotensina(1-7). A partir da
ligagdo ao receptor AT1, a Ang-2 induziria inflamagdo, vasoconstri¢ao, trombose e fibrose,
enquanto Ang(1-7) se liga ao receptor AT2 e dificulta as reagdes envolvidas na inflamagao,

trombose e fibrose (GC)MEZ, J.etal.,2020; SAENGSIWARITT, W. et al., 2022).

Embora ainda ndo seja tdo claro como a anosmia ocorre apds uma infecgdo, a ligacao
do virus aos receptores ACE?2 pode levar a uma degeneragdo das células epiteliais da mucosa
nasal e, subsequentemente, a inflamacdo e dano aos receptores neurais responsaveis pelo
olfato (BILINSKA, K. et al., 2020; DOUAUD, G. et al., 2022; PATEKAR, S. et al., 2022).
Essa inflamagdo poderia ser ocasionada pela liberagdo de citocinas como IL-1, IL-6, IL-12,
IL-15 e TNF- a e ativagdo de linfocitos e macrofagos, desencadeado pela “tempestade de

citocinas” (TORABI, A. et al., 2020).

Em particular, a IL-6 ativa a via responsavel por apoptose do EO e evidéncias indicam
que sua diminuig¢do favorece a recuperacao do olfato ap6s anosmia induzida por COVID-19
(CAZZOLLA, A. et al., 2020; CIOFALO, A. et al., 2022). No entanto, hd ocorréncia de
pacientes que apresentam taxas mais longas de recuperagdo do olfato e paladar que podem
estar associadas ao efeito do virus no SNC e devem ser investigadas (GLEZER, 1. et al., 2021;

HOPKINS, C. et al., 2020; LECHIEN, J. et al., 2020).

Segundo alguns estudos, foi demonstrado que a lingua apresenta uma alta expressao de
ACE2 em comparacdo a outras estruturas da mucosa oral, representando um alto risco de
ligagdo viral e ageusia (WALLS, A. et al., 2020; XU, H. et al., 2020; ZHONG, M. et al.,
2020). A expressdo de TMPRSS2 também foi relatada em tecidos orais (CHEN, L. et al.,
2020). Observou-se, também, que as disfuncdes do paladar se correlacionam a niveis séricos
elevados de IL-6, associados a infec¢do aguda e persistente para SARS-CoV-2 (CAZZOLLA,
A.etal., 2020).
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6 - Variantes virais e Vigilincia Genémica

Com o passar do tempo os virus sofrem mudancas. Mutacdes surgem durante a
replicagdo de 4acidos nucleicos e quando selecionadas podem gerar novas linhagens ou
variantes genéticas do SARS-CoV-2 com diferentes graus de importancia para a saide publica
(LAURING, A. & HODCROFT, E., 2021; MISTRY, P. et al., 2022). A maioria das mutacdes
tém pouco ou nenhum efeito funcional, embora algumas possam influenciar a sua dispersao,
alteracdes das caracteristicas da doenca, a sensibilidade a imunidade vacinal, a terapéutica e

os métodos de diagnosticos (MISTRY, P. et al., 2022; WHO, 2022).

A variabilidade viral pode contribuir para os diferentes desfechos da COVID-19.
Diferentes fatores que afetam a relagdo entre as variantes de SARS-CoV-2 e a frequéncia dos
sintomas de anosmia e ageusia podem flutuar ao longo do tempo, o que é importante
considerar ao estudar variantes que ndo co-circulam com o tempo. Em média, a taxa de
mutac¢do de um virus de RNA varia em torno de 10~ e 107 substitui¢des de nucleotideos por
ano. O SARS-CoV-2 possui um dos maiores genomas entre os virus de RNA, e sofre

mutagdes com uma taxa relativamente lenta em relacdo a outros virus de RNA, de

aproximadamente 10%/107 (HADFIELD, J. et al., 2018; PAPANIKOLAU, V. et al., 2022).

Alguns critérios sdo utilizados para estabelecer as variantes de SARS-CoV-2, sendo
eles: ter uma ou mais diferengas de nucleotideos compartilhadas com a linhagem ancestral;
possuir cinco ou mais amostras com no minimo 95% do genoma viral sequenciado; em
relagdo a linhagem os genomas devem apresentar pelo menos uma mudanga de nucleotideo
compartilhada; o valor de bootstrap devera ser acima de 70% para o n6 definidor de linhagem
(RAMBAUT, A. et al., 2020). Com base nos critérios acima, a OMS classifica as variantes do
SARS-CoV-2 como variantes de preocupacao (VOCs), variantes de interesse (VOIs) ou
variantes sob monitoramento (VUMs) (RESENDE, P. et al., 2021).

As VOIs apresentam alteragdes genéticas que modificam atributos epidemiologicos
como transmissibilidade, severidade, escape imunoldgicos, entre outros; € sdo responsaveis
por transmissdes comunitarias ou aumento crescente de multiplos casos. As VOCs além de
atenderem as definigdes de VOIs estdo associadas com alterag@o prejudicial na epidemiologia,
alteracdo clinica da doenga e diminui¢cdo das medidas de prevengdo, vacinas e diagndsticos.

As VUMs sao suspeitas de apresentarem alteracdes genéticas capazes de afetar caracteristicas


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/hGBOi+7LyPJ
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virais e possivelmente apresentar um risco futuro, exigindo grande monitoramento e avaliacao

das evidéncias (CHOL, J. & SMITH, D., 2021; ECDC, 2023).

Foram identificadas cinco VOCs desde o inicio da pandemia, nomeadas de acordo
com o alfabeto grego (Alfa a Omicron). Sendo a Alfa (B.1.1.7), identificada originalmente no
Reino Unido em dezembro de 2020 e possuia cerca de 22 mutagdes, afetando varios paises
como os Estados Unidos e apresentando uma transmissibilidade de 1,3 a 1,5 vezes maior do
que a cepa original. No Brasil, essa variante ndo levou a um aumento dos nimeros de casos e
foi rapidamente substituida por outra VOC (CLARO, L. et al., 2021; VOLZ, E. et al., 2021).
A variante Beta (B.1.351) surgiu, também, em dezembro de 2020 na Africa do Sul,
apresentando 12 mutagdes ndo sindnimas e uma delecdo. A maioria das mutagdes esta
localizada na proteina S e as demais nas regides ORF1a, proteina E e proteina N. O conjunto
dessas modificacdes intensifica a afinidade do virus pelo receptor, aumento da
transmissibilidade e permite o escape de anticorpos neutralizantes gerados por resposta imune
de infecgdo prévia por outras linhagens do virus (MAKONI, M., 2021; TEGALLY, H. et al.,
2021; TIAN, D. et al., 2021).

No Brasil, em meados de novembro de 2020, emergiu uma onda crescente de casos,
principalmente no estado do Amazonas, onde foi notificada, pela primeira vez, a variante
Gama (P.1) (ALVES, H. et al., 2023). Essa variante apresentava mutagdes similares as da
VOC Beta, porém, apresentava uma maior transmissibilidade, se espalhando por todo o
territorio nacional levando a uma alta taxa de hospitalizagdo, infectividade e gravidade da
doenca (FARIA, N.et al., 2021; UMAIR, M. et al., 2022); Ja a variante Delta (B.1.617.2),
emergiu em meados de maio de 2021 na ndia, modificando todo o cenario epidemioldgico e
se tornando predominante no Brasil € em outros paises do mundo (SILVA, J. et al., 2022). A
Gltima variante classificada como VOC, a Omicron (B.1.1.529), surgiu em novembro de 2021
na Africa do Sul e se espalhou para varios paises do mundo. Ela apresenta mais de 30
mutacdes na proteina S e no Brasil se tornou altamente transmissivel. Em relacdo as demais
variantes, a Omicron emergiu em um cenario de alta imunizagdo mediado pelas vacinas. Essa
variante ainda apresenta sublinhagens que ocorrem desde o inicio de 2022, BA.1, BA.1.1,
BA.2, BA.3, BA.4 ¢ BA.5 (Tabela 2) (ADAMOSKI, D. et al., 2022; KIMURA, L., et al., 2022;
ASSATO, P. et al., 2023).
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Tabela 2: As mutacdes comuns presentes em VOCs. As duas primeiras colunas representam a classificacdo dada
pela OMS e a linhagem PANGO. Os cabegalhos das colunas numéricas indicam as posi¢des da proteina Spike. O
‘WT’ significa selvagem e o ‘DEL’ corresponde a dele¢do desses SNPs.

OMS Linhagem 417 452 484 501 614 681 701 1264 DEL
PANGO 69/70
Alfa B.1.1.7 WT WT WT N501Y P681H
Beta B.1.135 K417N WT E484K [ N501Y WT
Gama P.1 K417T WT E484K | N501Y WT
Delta B.1.617.2 WT L452R WT WT P681R
Omicron BA.1 K417N WT E484A | N501Y | D614G | P681IH | WT WT DEL
Omicron BA.2 K417N WT E484A | N501Y | D614G | P681H | WT WT WT
Omicron BA.3 K417N WT E484A | N501Y | D614G | P681H | WT WT DEL
Omicron BA 4 K417N | L452R | E484A | N501Y | D614G | P681H | WT WT DEL
Omicron BA.S K417N | L452R | E484A | N501Y | D614G | P681H | WT WT DEL

A Vigilancia Gendmica ¢ o procedimento continuo de monitoramento e analise de
caracteristicas genéticas de patogenos que podem causar doengas, através de técnicas como as
de sequenciamento ou de genotipagem (BHOYAR, R. et al, 2021; MEURISSE, M. et al.,
2022; OKPEKU, M. et al., 2022). Essas andlises gendmicas podem auxiliar a Vigilancia
Epidemioldgica, rastreando a dindmica do surto no espago e tempo, a inferéncia de eventos de
introducao, ajudar a compreender a dispersao e os padrdes evolutivos do SARS-CoV-2, sendo
importante a deteccdo precoce das linhagens do virus circulantes em todos os paises,
avaliando as mutagdes que podem afetar a saude publica e a epidemiologia da COVID-19

(GARDY, J. & LOMAN, N., 2017; DOS SANTOS, C. et al., 2021; SILVA, T. et al., 2022).

Informagdes oportunas e precisas sobre o surgimento e a circulagdo das VOCs e VOIs
requerem sistemas de vigilancia robustos, incluindo o sequenciamento integrado do genoma
com uma estratégia de amostragem e sequenciamento bem definidas garantindo a
confiabilidade e a representatividade das evidéncias (ECDC, 2021). Uma vez caracterizada a
circulacdo de variantes, torna-se importante identificar potenciais efeitos do impacto delas
sobre aspectos clinicos e epidemioldgicos que podem ser monitorados utilizando dados do
‘mundo real’ (do inglés, real-world data). Essas fontes de dados do mundo real geralmente
resultam do uso secundario de dados de atendimento de rotina, como registros, pesquisas ou

bancos de dados do governo (MEURISSE, M. et al., 2022).
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Segundo Straw & Witte (2020), geralmente os dados observacionais sdo cheios de
interagdes e vieses, sendo que a confiabilidade das evidéncias do mundo real depende da
qualidade dos dados, suposi¢des sobre possiveis fatores de confusdo e procedimentos
estatisticos utilizados. A dissemina¢do do SARS-CoV-2 em Minas Gerais (MG) tem sido um
grande desafio para as politicas publicas de saude em resposta a pandemia de COVID-19. O
estado esta localizado na regido sudeste do Brasil. Além de muito populoso, possui um dos
maiores territorios do pais e costumava receber passageiros estrangeiros durante toda a
pandemia, sendo o terceiro mais incidente durante a pandemia da COVID-19 (CANDIDO, D.
et al., 2020; PAULA- JUNIOR, W. et al., 2021). O municipio de Betim, alvo deste estudo,
localiza-se na regido sudeste do estado e faz parte da regido metropolitana de Belo Horizonte.
Segundo dados recentes Betim possui cerca de 450.024 habitantes, sendo a quinta cidade mais

populosa do estado (IBGE, 2021).

A Vigilancia Epidemiologica (SE) do municipio de Betim ¢ realizada territorialmente
pela REVISA (Referéncias Locais de Vigilancia em Saude) nas unidades publicas municipais
de saude, seja na Atencdo Basica, Especializada ou Emergéncia através do servigo de
Vigilancia Epidemiologica SMS-Betim, em uma central nivel ou no ambiente hospitalar do
Hospital Publico Regional de Betim Osvaldo Rezende Franco (HPRB), pelo NUVEH (Nucleo
de Vigilancia Epidemioldgica Hospitalar) (SMS-Betim, 2020). O objetivo deste estudo ¢
compreender a razdo da variagdo de frequéncia de anosmia e ageusia em individuos
infectados por SARS-CoV-2, através da analise de um banco de dados municipal brasileiro; e
explorar, em nivel molecular, a expressdo dos genes ACEIl, ACE2 e TMPRSS?2 relacionados a

esses desfechos na COVID-19.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Compreender a razdo da variagdo de frequéncia de anosmia e ageusia ao longo da
pandemia de COVID-19 e explorar os niveis de expressdo de genes relacionados a interagdao

do virus com o hospedeiro, em individuos infectados por SARS-CoV-2.

3.2 Objetivos Especificos

a) Escrutinar um banco de dados brasileiro do Sistema de Informagdo de Vigilancia
Epidemioldgica da gripe (SIVEP-gripe), gerido pelo Ministério da Saude/Secretaria de Satde
do municipio de Betim — Minas Gerais;

b) Selecionar e avaliar aspectos clinicos e epidemioldgicos dos pacientes positivos para
COVID-19, entre o periodo de 2020 a 2022, no Banco de Dados SIVEP-gripe;

¢) Correlacionar a frequéncia de anosmia e ageusia e a chance desses desfechos com o
surgimento de variantes de preocupagdo ao longo da pandemia;

d) Associar os niveis de expressdo génica de ACEI, ACE2 e TMPRSS2 em pacientes

hospitalizados com COVID-19 aos desfechos de anosmia e ageusia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho e area de estudo

Utilizamos um Banco de Dados Unificado do Sistema Unico de Saude (SUS)
denominado Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiologica da Gripe (SIVEP-Gripe).
Este sistema foi implantado no ano de 2000 para o monitoramento do virus Influenza no pais,
baseado em uma rede de vigilancia sentinela da Sindrome Gripal (SG). Em 2009, com a
pandemia pelo virus Influenza A(HINI), notificacdes de casos de SARS passaram a ser
realizados. Com a pandemia de COVID-19 a Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério
da Satude (SVS/MS) realizou adaptagdes neste sistema para incluir o monitoramento do novo
coronavirus (https://sistemas.saude.rj.gov.br/tabnetbd/sivep _gripe/SIVEP_Gripe.pdf e https:

//docs.bvsalud.org/biblioref/2021/03/1147534/guia-rapido-sivep-gripe_agosto-2020.pdf).

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo, observacional transversal, utilizando a
técnica de amostragem por conveniéncia, através dos dados disponiveis da Secretaria
Municipal de Betim-MG. Dados demograficos e clinicos de 14.450 pacientes com diagndstico
positivo para COVID-19 no periodo de janeiro de 2020 a abril de 2022 foram registrados por
meio de um formulario e inseridos no SIVEP-Gripe do municipio de Betim - MG. Os dados
clinicos ¢ informagdes obtidas incluiram o nimero de notificagdo, comorbidades, doengas de
base, sinais e sintomas, vacinas COVID-19 administradas, indicadores socioecondmicos,

entre outros.

Os dados foram encaminhados por meio de formularios padronizados para notificagdo
e investigacdo de casos de doencas e agravos de interesse nacional. A Ficha de Notificagdo
Individual (FN) ¢é preenchida pelas unidades de atendimento a cada paciente, quando ha
suspeita da ocorréncia de agravo de saude de notificacdo compulsoria ou de interesse
nacional, estadual ou municipal, contendo os atributos comuns a todas as doencas (BRASIL,

2022).
4.2 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.2.1 Obtenc¢ao de amostras

Foram coletadas amostras de swab nasal de 102 pacientes positivos para COVID-19
confirmados por qPCR e internados no Hospital Eduardo de Menezes em Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil, entre abril e setembro de 2020, antes do aparecimento de variantes de

preocupacao do SARS-CoV-2. Foi construida uma tabela coletando dados a respeito de 12


https://sistemas.saude.rj.gov.br/tabnetbd/sivep_gripe/SIVEP_Gripe.pdf
https://docs.bvsalud.org/biblioref/2021/03/1147534/guia-rapido-sivep-gripe_agosto-2020.pdf
https://docs.bvsalud.org/biblioref/2021/03/1147534/guia-rapido-sivep-gripe_agosto-2020.pdf

48

variaveis concernentes aos pacientes. A maioria dos pacientes amostrados tinha 55 anos de
idade, 18 deles apresentaram anosmia e 10 ageusia. Os critérios de exclusao utilizados para a
realizagdo desta pesquisa foram individuos que apresentavam cancer, doencas autoimunes €
gravidez. O estudo foi aprovado pelo comité de ética (CAAE 32224420.3.0000.0008 e CAAE
31462820.3.0000.5149) com assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) de todos os participantes. Quando os pacientes ndo puderam consentir devido a

hospitalizagdo, o consentimento informado foi obtido por meio de um responsavel legal.

O diagnostico de COVID-19 foi confirmado por RT-qPCR. Os dados clinicos dos
pacientes utilizados no estudo foram obtidos dos prontudrios hospitalares. As informagdes
sobre comorbidades sdo baseadas no historico médico de cada paciente internado. Amostras
de swab nasofaringeo foram coletadas em um meio de transporte viral (DMEM ou PBS) e
armazenadas a -80°C até a extragdo. A coleta do material biologico foi realizada no primeiro

dia de interna¢do dos pacientes.
4.2.2 Extracao de RNA

A extracdo de RNA foi realizada usando um kit Quick-RNA Viral (Zymo Research,
CA, EUA. O Quick-RNA™ Viral Kit ¢ uma purificacdo rapida de RNA viral e também
possui um sistema tampao que facilita a lise completa das particulas virais para isolamento
eficiente de acidos nucleicos. DNAs e RNAs pequenos (> 50 nt) e grandes (> 200 kb) sdo
ligados a coluna, lavados e eluidos. O RNA total isolado de alta qualidade estd pronto para

todas as aplicagdes downstream, como sequenciamento de ultima geragdo, detec¢dao baseada

em hibridacdo e RTqPCR.

Para a realizacdo deste experimento, 102 amostras de swab nasal foram extraidas de
acordo com o protocolo especificado que consiste em 5 etapas: 1. Lise celular; 2.
Precipitagao; 3. Ligacdo; 4. Lavagem e 5. Elui¢do. Segundo o protocolo, antes da realizagao
das etapas acima ¢ necessario a preparacdo de alguns reagentes. Desta forma, foram
adicionados 60 mL de etanol 95-100% diretamente no frasco de reagente Viral Wash Buffer

I1, e 10 uL de beta-mercaptoetanol (para cada 1 mL) no Tampao de lise.

Todo o procedimento foi realizado no Laboratério de Biologia Integrativa do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas localizado na Universidade Federal de Minas Gerais. O laboratério
contém uma sala de extracdo e possui capelas com fluxo adequado para realizacdo dos

experimentos. Conforme descrito pelo fabricante, foram adicionados 100 puL de amostra, 100
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uL de tampao de lise e 100 uL de etanol 95-100% em tubos de coleta de 1,5mL (eppendorf).
Durante estes procedimentos, as solugdes foram devidamente homogeneizadas. Em seguida,
todo o contetido foi transferido para um cartucho giratério com a coluna de silica presente
(Zymo-Spin™ IC Columns). O contetido presente neste foi centrifugado a 12.000 xg por dois
minutos em temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo e o descarte do sobrenadante
presente no tubo de coleta, foram adicionados 700 pL de Viral Wash Buffer I a coluna. Outra

vez o material foi centrifugado a 12.000 xg por 30 segundos em temperatura ambiente.

Apos este procedimento, a coluna foi inserida em um novo tubo de coleta e foram
adicionados 500uL de Viral Wash Buffer II com etanol. Novamente, a coluna foi centrifugada
nas mesmas condi¢des para remog¢ao completa do tampao de lavagem. Esta etapa de adi¢ao do
reagente Viral Wash Buffer II foi realizada duas vezes, segundo as orientagdes do fabricante.
Ao realizar a segunda lavagem com Viral Wash Buffer II, o material foi centrifugado a 12.000
Xg por um minuto em temperatura ambiente. Posteriormente, a coluna foi retirada do tubo
coletor e inserida em um novo tubo de recuperacao (identificado para cada amostra). Para
realizar a etapa de eluicdo do RNA, foram adicionados 15 pL de dgua livre de RNAse ao
centro do cartucho giratorio. Em seguida, o cartucho foi centrifugado a 12.000 xg por 30
segundos em temperatura ambiente. O RNA eluido e purificado foi armazenado em
ultrafreezer a temperatura de -80°C. O RNA nio foi quantificado, o gene endégeno (B2M) foi

utilizado para normalizagao.

4.2.3 cDNA

O cDNA foi gerado usando o kit de transcri¢ao reversa de cDNA de alta capacidade
(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Todas as reagdes acima foram conduzidas seguindo as
instrucdes do fabricante. O procedimento consiste em trés etapas: 1. Preparacao do Mix; 2.
Preparar as reagdes de cDNA; 3. Transcricdo reversa. A mistura principal de 2x Reverse
Transcription Master Mix foi preparada para 20 puL de reagdo e realizada para as 102
amostras. Em um tubo de coleta foram adicionados em temperatura ambiente 204 uL de 10x
RT Buffer; 81,6 uL de 25x ANTP Mix (4 mM); 204 uL de 10x RT Random Primers; 102 puL

de MultiScribe™ Reverse Transcriptase.

Em seguida, foram acrescentados 10 pL de master mix 2x RT em cada pogo de uma
placa com capacidade de 96 reagdes. Posteriormente, 4.2 pl. de amostra de RNA foram

adicionadas em cada poco, pipetando para cima e para baixo duas vezes para homogeneizar o
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conteudo. Apods este procedimento, a placa foi selada e centrifugada brevemente para girar o

conteudo e eliminar quaisquer bolhas de ar.

Para a etapa de transcrigdo reversa, o termociclador foi programado com o volume de
reagdo para 20 puL e a placa foi inserida no mesmo. Os procedimentos para a execugdo da

transcrigdo reversa seguiram os passos da Tabela 3:

Tabela 3: Parametros estabelecidos para realizar a transcri¢do reversa no termociclador. Os Passos de 1 a 4
indicam a variag@o de temperatura e tempo que devem ser inseridos corretamente no equipamento.

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo 10 minutos 120 minutos 5 minutos 00

Esse procedimento durou em torno de trés horas e o cDNA foi armazenado em

ultrafreezer, a uma temperatura de -80°C.

4.2.4 Expressao Génica

Os niveis de expressao génica de ACE1, ACE2, TMPRSS?2 e B2M (gene de referéncia)
foram dosados usando o GoTaq Probe qPCR System (Promega, WI, EUA). As sondas
especificas (Integrated DNA Technologies, NJ, EUA) usadas e projetadas para jungdes
exon-exon foram: Hs.PT.58.19167084, Hs.PT.58.27645939, HS.PT.58.39738666 ¢
Hs.PT.39a.22214847, respectivamente. O ACt foi calculado subtraindo o limiar do ciclo (Ct)

do gene de interesse do gene de referéncia (B2M) Ct.

O procedimento para cada um dos genes acima envolve a preparagdo de uma reagdo
para a quantidade de 102 amostras e cinco controles, sendo dois positivos e dois negativos e
uma amostra . Em quatro tubos de coleta (um para cada respectivo gene) foram adicionados: 5
uL de GoTag® Probe qPCR Master Mix (2X), 5 uL de Forward primer (20X), 0.5 uL de
Reverse primer (20X), 0.5 uL Hydrolysis probe (20X) e 4 uL de dgua livre de nuclease. Apds
a adicao dos reagentes, a solucdo de mix foi homogeneizada utilizando um vortex por cerca
de 10 segundos. Utilizando duas placas dpticas de 96 pogos, foram adicionados em cada pogo
8 uL do mix. Apds este procedimento, acrescentamos nos respectivos pogos de amostra 2 uLL

de cDNA, nos controles adicionamos 2 pL de 4dgua.
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As reagdes foram realizadas em um volume final de 10 pL. As placas foram seladas e
centrifugadas por cerca de um minuto para homogeneizar e evitar bolhas de ar. Apos este
procedimento as amostras estdo preparadas para a etapa de ciclagem, em um sistema 7.500
Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) utilizando os pardmetros a seguir na Tabela 4:
Tabela 4: Parametros estabelecidos para utilizacdo do equipamento de Real-Time PCR. Durante a ctapa de

ciclagem sdo indicados a quantidade de ciclos, da temperatura ¢ a variagdo de tempo a serem inseridas no
equipamento.

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
Ativacao da polimerase 1 95°C 2 minutos
Desnaturacao 95°C 15 segundos
Anelamento e extensao 0 60 °C 1 minuto

4.3 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO Alu 287bp (rs4646994)

Para a genotipagem do polimorfismo rs4646994, utilizou-se o kit FastStart Universal
SYBR Green Master (Promega, WI, EUA) obtendo-se um volume final de 20 pL com trés
primers diferentes: S'CATCCTTTCTCCCATTTCTC3' (Primerl, Forward);
S'TGGGATTACAGGCGTGATACAG3' (Primer 2, Forward, interno); e
S'ATTTCAGAGCTGGAATAAAATT3' (Iniciador 3, Reverso). O estoque de primer foi
ressuspenso e diluido para uma solug@o de trabalho de 10 uM. A concentragdo dos primers 1 e
3 ¢ de 20 pmol e a concentragdo do primer 2 ¢ de 40 pmol. Para a reacdo sdo adicionados 10
uL de Sybr green, 2 uL. do Primer 1, 4 uL do Primer 2, 2 uL do Primer 3 ¢ 2 uL de DNA. O
volume total da reacdo ¢ de 20 puL. Apods esta etapa, a ciclagem foi realizada no

termociclador utilizando os seguintes parametros:

95 °C 95 °C

10min | 15 seg 72.°€¢ 72°¢

30 seg 5 min
55°C
1 min

40 ciclos

Figura 7: Parametros estabelecidos para utilizagdo do termociclador no procedimento de genotipagem do
polimorfismo A/u 287bp (rs4646994). Estao indicados a quantidade de ciclos, a variagdo de tempo e temperatura
que devem ser inseridas corretamente no equipamento.
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Posteriormente, realizamos uma eletroforese em gel pipetando 10 pL. de amostra e 4
uL de tampao, homogeneizando bem com a pipeta. Foram aplicados 10 pL da mistura em um
gel de agarose a 3% durante uma hora. Os tamanhos dos fragmentos gerados foram 65bp
(inser¢do) e 84bp (delegdo) e visualizados em um gel de agarose a 3%. Dez por cento da
amostra foi genotipada aleatoriamente duas vezes para atestar a qualidade da genotipagem. O

nivel de concordancia foi de 100%.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises deste estudo foram realizadas no software R versdo 4.0.2,
considerando um nivel de significdncia de 0,05. Para a andlise da associagdo genética entre o
polimorfismo ALU287bp e a presencga/auséncia de anosmia e ageusia foram utilizados os
testes de qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, considerando os pré-requisitos de
cada teste. Com base nos genotipos observados, foram realizados calculos de frequéncia
alélica e genotipica. O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi verificado por teste exato de
Fisher, utilizando o pacote SNPassoc. Modelos de regressdo logistica foram gerados para
estimar os efeitos individuais das variaveis idade, sexo, polimorfismo ALU287bp e niveis de

expressao génica para os desfechos de Anosmia e Ageusia.

Utilizamos dados de Ct do gene N do SARS-CoV-2 para avaliar se havia diferenca
entre as cargas virais de pacientes com COVID-19 com anosmia e ageusia versus aqueles sem
anosmia e ageusia. Os valores de Ct da RNase P (Ribonuclease P) foram usados para
normaliza¢do. Os resultados foram relatados na Tabela 9 como média, desvio padrdao (dp),

odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.905757/full#T2
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5. RESULTADOS

5.1 Aspectos clinico-epidemioldgicos associados a anosmia e ageusia em pacientes com

COVID-19

O municipio de Betim apresentou quatro ondas de casos de COVID-19, até julho de
2022 . A primeira onda durou até o més de novembro de 2020, a segunda onda de dezembro
de 2020 até agosto de 2021, a terceira onda de janeiro de 2022 até abril de 2022 e a quarta

onda iniciou-se em junho de 2022 (Figura 8A).

A mortalidade observada em cada onda epidémica difere substancialmente. Enquanto
na primeira e segunda ondas, o incremento no numero de casos foi acompanhado com
aumento no nimero de mortes observadas no periodo, a terceira e quarta ondas ndo estiveram
associadas com mortalidade na mesma propor¢ao (Figura 8A). A distribui¢do de casos
notificados no SIVEP-Gripe foi semelhante a curva de mortes ao longo do periodo (Figura
8B). A distribuicdo das notificacdes dos pacientes com dados completos relativos a anosmia e
ageusia diferiu da distribui¢do do conjunto total de pacientes notificados, especialmente

durante 2022 (Figura 8C).

A frequéncia trimestral de notificacdo de ageusia e anosmia apresentou flutuacao ao
longo da pandemia (Figura 9). Enquanto foi observado um incremento gradual entre o periodo
da primeira e segunda ondas, uma substancial redu¢do de aproximadamente 7% foi vista no

segundo semestre de 2021, antecedendo a terceira onda.
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Figura 8: Aspectos epidemioldgicos da COVID-19 no municipio de Betim no periodo de margo de 2020 até
agosto de 2022. (A) Média modvel de sete dias do total de casos notificados (linha pontilhada azul) e 6bitos (linha
pontilhada vermelha). (B) Média mével de 30 dias do ntimero de notificagdes no SIVEP-Gripe do municipio. (C)
Média mével de 30 dias do nimero de notificagdes no SIVEP-Gripe do municipio com dados relativos a
anosmia (linha pontilhada azul) e ageusia (linha pontilhada vermelha) que estavam disponiveis (notificagdes sem
dados faltantes).
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Figura 9. Frequéncia trimestral de (A) ageusia ¢ (B) anosmia identificada pelas notificagdes do SIVEP-Gripe. A
mediana da frequéncia em todo periodo ¢é apresentada pela linha vermelha.

Foi observada co-ocorréncia significativa de todos os sintomas notificados com
anosmia e ageusia (Tabela 5). A co-ocorréncia mais significativa foi a de anosmia e ageusia,
atingindo razdo de chances de 245,7 (intervalo de confianga de 95% entre 182,0 e 331,7) o
que indica um processo quase deterministico entre a presenga dos dois sintomas. Febre, fadiga
e alteragdo da saturagdo parecem favorecer anosmia e ageusia, quando analisamos 0s nimeros
de pacientes que apresentaram esses sintomas. Em especial, observamos em nossos dados que
0s pacientes que apresentaram sintomas de vias aéreas superiores e regido de cabeca e

pescoco apresentaram com mais frequéncia anosmia e ageusia.
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Tabela 5: Co-ocorréncia de sintomas com anosmia e ageusia em pacientes com COVID-19. Todos os sintomas
foram associados com a manifestacdo de anosmia e ageusia apresentando o valor de (p < 0.001). Os dados
representados por ‘Sim’ indicam a presenga daquele sintoma e os dados representados por ‘Ndo’ representam a
auséncia deste desfecho; Os dados faltantes indicam que essas informagdes ndo estiveram disponiveis no banco

de dados para todos os pacientes.

| Ageusia Anosmia
Total N = Sim N = Nao N = Total N= | SimN= | NaoN=
Sintomas 6.481 632 5.849 6.478 627 5.851
| Sim 351 (5,7%) | 80 (24%) | 271 (4,7%) | 344 (5,6%) | 72 (20%) | 272 (4,7%)
Dor Nio 5.806 (94%) | 251 (76%) | 5.555 (95%) |5.839 (94%) [286 (80%) [5.553 (95%)
abdominal Dados faltantes 324 301 23 295 269 26
| Sim 1.626 (26%) | 278 (67%) | 1.348 (23%) | 1.615 (26%) [254 (59%) [1.361 (23%)
Nio 4.627 (74%) | 139 (33%) | 4.488 (77%) [4.647 (74%) | 177 (41%) |4.470 (77%)
Fadiga Dados faltantes 228 215 13 216 196 20
| Sim 3.226 (51%) | 371 (75%) |2.855 (49%) |3.233 (51%) (371 (71%) [2.862 (49%)
Nio 3.091 (49%) | 125 (25%) |2.966 (51%) |3.112 (49%) [ 152 (29%) [2.960 (51%)
Febre Dados faltantes 164 136 28 133 104 29
| Sim 4.396 (69%) | 497 (88%) | 3.899 (67%) [4.398 (69%) | 508 (88%) |3.890 (67%)
Nio 2.008 (31%) | 68 (12%) |[1.940 (33%) |2.018 (31%) | 68 (12%) |1.950 (33%)
Tosse Dados faltantes 77 67 10 62 51 11
| Sim 716 (12%) | 123 (32%) | 593 (10%) | 718 (12%) [128 (31%)| 590 (10%)
Dor de Nao 5.472 (88%) | 259 (68%) |5.213 (90%) |5.506 (88%) [291 (69%) [5.215 (90%)
garganta Dados faltantes 293 250 43 254 208 46
| Sim 4.169 (66%) | 423 (81%) | 3.746 (64%) [4.174 (65%) |425 (78%) |3.749 (64%)
Nao 2.193 (34%) | 101 (19%) |2.092 (36%) [2.205 (35%) | 117 (22%) |2.088 (36%)
Dispneia Dados faltantes 119 108 11 99 85 14
| Sim 3.138 (50%) | 340 (71%) |2.798 (48%) | 3.146 (50%) [340 (67%) [2.806 (48%)
Desconforto Nao 3.170 (50%) | 136 (29%) | 3.034 (52%) |3.193 (50%) [ 166 (33%) [3.027 (52%)
respiratorio Dados faltantes 173 156 17 139 121 18
| Sim 3.856 (61%) | 413 (81%) | 3.443 (59%) |3.866 (61%) [401 (75%) [3.465 (59%)
Alteracdo de Nio 2.492 (39%) | 99 (19%) |2.393 (41%) [2.505 (39%) | 135 (25%) |2.370 (41%)
saturacdo Dados faltantes 133 120 13 107 91 16
| Sim 780 (13%) | 137 (37%) | 643 (11%) | 778 (12%) [133 (32%)| 645 (11%)
Nio 5.413 (87%) | 236 (63%) | 5.177 (89%) | 5.455 (88%) [278 (68%) [5.177 (89%)
Diarreia Dados faltantes 288 259 29 245 216 29
| Sim 661 (11%) | 90 (25%) | 571 (9,8%) | 659 (11%) | 81 (20%) | 578 (9,9%)
Nio 5.514 (89%) | 267 (75%) | 5.247 (90%) | 5.556 (89%) [318 (80%) [5.238 (90%)
Vomito Dados faltantes 306 275 31 263 228 35
| Sim 520 (8,2%) | 406 (83%) | 114 (2,0%)
Nio 5.810 (92%) | 83 (17%) |5.727 (98%)
Anosmia Dados faltantes 151 143 8
| Sim 489 (7,7%) 1406 (78%)| 83 (1,4%)
Nio 5.841 (92%) | 114 (22%) [5.727 (99%)
Ageusia Dados faltantes 148 107 41
Padrdes de co-ocorréncia dos sintomas ageusia e anosmia com condi¢des de saude

pré-existentes também foram explorados (Tabela 6).
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Tabela 6: Co-ocorréncia de condi¢des de saide com anosmia e ageusia em pacientes com COVID-19. As
condi¢des de satde apresentadas pelos pacientes sdo representadas por ‘Sim’, indicando a presenca da condiggo
e ‘Ndo’ indica a auséncia da condi¢ao; Algumas informagdes ndo estavam disponiveis para todos os pacientes e
foram incluidas em dados faltantes; A segunda e terceira colunas mostram os dados de ageusia e anosmia,
indicados pelo valor total dos pacientes que apresentaram estes desfechos, ‘Sim’ representa a quantidade de
pacientes que relataram os sintomas e ‘Ndo’ a quantidade de pacientes que ndo relataram os mesmos. O valor de
p < 0,05 ¢ considerado significativo.

Condicdes de . Ageusia : Anosmia
satde Tota, N= | Sim, N= | Né&o, N= valor p Total, N= | Sim, N=| Nio,N= valor p
6.481 632 5.849 6.478 627 5.851
Puérperio 0,2 0,2
Sim 49 (1,5%) | 4(2,8%) | 45 (1,4%) 51(1,5%) | 52,7%) | 46 (1,5%)
Nio 3.225(99%) | 141 (97%) | 3.084 (99%) 3.245 (98%) [ 177 (97%) | 3.068 (99%)
Dados faltantes 3.207 487 2.720 3.182 445 2.737
Cardiopatia <0,001 <0,001
Sim 2.387 (62%) [ 234 (80%) | 2.153 (60%) 2.390 (62%)[241 (76%)| 2.149 (60%)
Niéo 1.479 (38%) | 58 (20%) | 1.421 (40%) 1.492 (38%)| 78 (24%) | 1.414 (40%)
Dados faltantes 2.615 340 2.275 2.596 308 2.288
Doengas 0,01 0,01
hematologicas
Sim 117 (3,6%) | 11 (7,4%) | 106 (3,4%) 118 (3,6%) | 13 (7,0%) | 105 (3,4%)
Nao 3.159 (96%) | 137 (93%) | 3.022 (97%) 3.178 (96%)| 173 (93%) | 3.005 (97%)
Dados faltantes 3.205 484 2.721 3.182 441 2.741
Doenca hepatica 0,13 0,7
Sim 61 (1,9%) | 5(3.,5%) | 56 (1,8%) 61 (1,9%) | 4(2,2%) | 57 (1,8%)
Nio 3.192 (98%) | 136 (96%) | 3.056 (98%) 3.212 (98%)| 175 (98%)] 3.037 (98%)
Dados faltantes 3.228 491 2.737 3.205 448 2.757
Asma <0,001 0,002
Sim 452 (13%) | 44 (26%) | 408 (13%) 448 (13%) | 40 (20%) | 408 (13%)
Naéo 2.925 (87%) | 124 (74%) | 2.801 (87%) 2.942 (87%)| 156 (80%)] 2.786 (87%)
Dados faltantes 3.104 464 2.640 3.088 431 2.657
Diabetes <0,001 <0,001
Sim 1.271 (36%) | 129 (60%) | 1.142 (34%) 1.262 (36%)| 122 (51%)] 1.140 (34%)
Nao 2.265 (64%) | 85 (40%) |2.180 (66%) 2.284 (64%)| 115 (49%)[2.169 (66%)
Dados faltantes 2.945 418 2.527 2.932 390 2.542
Doer}ga} 0,6 0,02
neurologica
Sim 460 (14%) | 24 (15%) | 436 (14%) 455 (14%) | 15 (8,0%) | 440 (14%)
Naéo 2.869 (86%) | 135 (85%) | 2.734 (86%) 2.886 (86%)[ 173 (92%)] 2.713 (86%)
Dados faltantes 3.152 473 2.679 3.137 439 2.698
Pneumopatia 0,2 0.4
Sim 560 (17%) | 32 (21%) | 528 (17%) 563 (17%) | 37 (19%) | 526 (17%)
Nao 2.791 (83%) [ 123 (79%) | 2.668 (83%) 2.810 (83%)] 158 (81%)] 2.652 (83%)
Dados faltantes 3.130 477 2.653 3.105 432 2.673
Doenca renal <0,001 0.4
Sim 286 (8,7%) | 25 (16%) | 261 (8,3%) 282 (8,5%) | 19 (10%) | 263 (8,4%)
Nio 3.008 (91%) | 132 (84%) | 2.876 (92%) 3.029 (91%)] 169 (90%)] 2.860 (92%)
Dados faltantes 3.187 475 2.712 3.167 439 2.728
Obesidade <0,001 <0,001
Sim 627 (18%) | 65 (36%) | 562 (18%) 636 (19%) | 78 (35%) | 558 (17%)
Nio 2.766 (82%) [ 118 (64%) | 2.648 (82%) 2.780 (81%)] 148 (65%)] 2.632 (83%)
Dados faltantes 3.088 449 2.639 3.062 401 2.661
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A busca por fatores associados a manifestagdo de anosmia e ageusia indicou
resultados similares. Entre as 10 condigdes de saude avaliadas, trés ndao se mostraram
associadas (puerpério, doenca hepatica e pneumopatia), enquanto cinco condi¢des foram
significativas para o aumento da chance de apresentar os dois sintomas (cardiopatia, doengas
hematologicas, asma, diabetes, obesidade). A presenca de doenca neurologica foi somente

associada a presenca de anosmia, enquanto a doenga renal foi somente associada a ageusia.

5.2 Aspectos moleculares associados a anosmia e ageusia em pacientes com COVID-19
Neste estudo, avaliamos 102 pacientes hospitalizados no Hospital Eduardo de
Menezes com diagndstico positivo para COVID-19, entre abril e setembro de 2020, dos quais
17,60% apresentavam anosmia e 9,80% apresentavam ageusia. Dentre os 102 pacientes
hospitalizados, apenas um nao necessitou de suporte respiratorio. Eram 54 mulheres e 48
homens, e o tempo médio de internagao foi de 10,2 + 6,5 dias. A taxa de mortalidade foi de
13,7% e a média de idade desses pacientes foi de 55,11 + 4,6 anos. Cerca de 25% dos
pacientes eram diabéticos, 55,9% hipertensos, 13,7% asmaticos e 20,6% tabagistas (Tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas demograficas ¢ clinicas da amostra do estudo (n=102). Idade, sexo, dias de internag@o,
obito e principais sintomas sdo reportados na tabela; dp, significa o desvio padrdo; N, o niamero; Os dados
clinicos e demograficos sdo de uma amostra de pacientes positivos para COVID-19 internados no hospital
Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, MG.

Caracteristicas Valor

Idade, média (dp) 55,1 (14,6)
Dias Hospitalizagdao, média (dp) 10,2 (6,5)
Sexo Feminino, N (%) 54 (52,9%)
Obito, N (%) 14 (13,7%)
Anosmia, N (%) 18 (17,6%)
Ageusia, N (%) 10 (9,8%)
Suporte Respiratorio, N (%) 101 (99%)
Diabetes, N (%) 26 (25,5%)
Obesidade, N (%) 28 (27,7%)
Fumantes, N (%) 21 (20,6 %)
Hipertensado, N (%) 57 (55,9%)
Asma, N (%) 14 (13,7%)




59

A andlise do equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) foi realizada separadamente para
0s grupos caso e controle para a frequéncia do polimorfismo A/u287bp. Anosmia e Ageusia
foram testados. Ambos os casos estavam em HWE para o desfecho anosmia e ageusia (p=
0,624 e p= 0,219, respectivamente). No entanto, os controles para anosmia e ageusia estavam
fora do HWE (p= 0,021 e p= 0,028, respectivamente). Dois individuos ndo puderam ter seus
gendtipos avaliados (Tabela 8).

Tabela 8: Valores absolutos genotipicos e alélicos para o polimorfismo rs4646994. Esses valores se referem para

os grupos caso (Sim) e controle (Nao) em dois estudos: Chance de anosmia e ageusia. Equilibrio de Hardy
Weinberg realizado para caso e controle separadamente.

Amostra n DD DI Gen;)It 100 D 1 valor p
Anosmia caso 18 5 11 2 21 15 0,624
Anosmia controle 82 35 29 18 99 65 0,021
Ageusia caso 10 3 7 0 13 7 0,219
Ageusia controle 90 37 33 20 107 73 0,028

Nenhuma diferenga foi observada quando as variaveis idade e sexo foram testadas no
modelo logistico para anosmia. Da mesma forma, ndo houve diferengas na expressao do gene
ACEI na anosmia. Nao foi observada associa¢dao entre a manifestacao de anosmia e os niveis
de expressao de ACE2 e TMPRSS2 (p= 0,063 e p= 0,068, respectivamente) (Tabela 9).
Nenhuma associag@o foi observada para o polimorfismo A/u287bp, testando os modelos de

codominancia, dominancia do alelo D e dominancia do alelo 1.
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Tabela 9: Modelo de regressdo logistica para os desfechos de anosmia e ageusia. Explorando as variaveis idade
e sexo para o polimorfismo rs4646994 e os niveis de expressdo dos genes ACEI, ACE2 e TMPRSS?2 para a
presenga (sim/caso) ou auséncia (ndo/controle) de anosmia ou ageusia. A variavel "DD+DI" corresponde a
dominéncia do alelo D e a variavel "DI+II" corresponde & dominancia do alelo I. A sigla sd, corresponde ao
desvio padrao; OR, razdo de probabilidade; IC, intervalo de confianca; ACT taxa limiar de ciclo.

Caso Controle
Resultado Variavel média (dp) ou média (dp) ou valor OR IC (95%)
N % N % P
Idade 18 55,44 (10,33) 84 54,04 (15,43) 0,916 -
ACE1 ACT 7 11,17 (5,25) 75 10,77 (3,85) 0,835 -
ACE2 ACT 9 15,09 (5,82) 79 13,59 (4,75) 0,063
TMPRSS2 ACT 9 13,11 (4,99) 79 8,17 (4,59) 0,068
Anosmia Sexo (Masculino) 7 0,39 41 0,49 0,446
1s4646994 Codominancia DD 5 0,27 35 0,43 - -
154646994 Codominéncia DI 11 0,61 29 0,35 0,101 -
rs4646994 Codominance 11 2 0,12 18 0,22 0,777 -
154646994 dominancia do alelo I (DI + II) 13 0,73 47 0,57 0,248 -
154646994 dominancia do alelo D (DD +DI) | 16 0,88 64 0,78 0,308 -
Idade 10 54,80 (9.41) 92 55,15 (15,11) 0,942
ACE1 ACT 7 11,14 (6,09) 75 10,81 (3,83) 0,788
0,012 1,35
ACE2 ACT 9 17,16 (4,41) 79 13,37 (4,93) > (1,098-1,775)
TMPRSS2 ACT 9 | 13,63 0,074
. ,63 (5,63) 79 8,58 (4,67)
Ageusia
Sexo (Masculino) 4 0,4 44 0,48 0,639 -
154646994 Codominancia DD 3 0,3 37 0,41 - -
154646994 Codominancia DI 7 0.7 33 0,37 0,188 -
154646994 Codominancia II 0 0 20 0,22 0,994 -
154646994 dominancia do alelo I (DI + II) 7 0,7 53 0,59 0,5 -
154646994 dominancia do alelo D (DD + DI) 10 1 70 0,78 0,991 -

Idade e sexo também nao foram significativos quando testados no modelo logistico
para ageusia. Nao foram observadas diferengas para a carga viral entre os pacientes com

anosmia e ageusia e os respectivos controles (p= 0,395 e p= 0,931, respectivamente).

Nao houve diferenga na expressdo do gene ACEI na ageusia. Observou-se associagao
entre diminuicao da expressao da ACE2 e ageusia (OR:1,35; 1C95%: 1,09-1,77). Nenhuma
associacdo para manifestacdo de ageusia foi detectada com baixos niveis de expressdo do
gene TMPRSS2 (p= 0,074) (Tabela 4). Nenhuma associacdo foi observada para o
polimorfismo A/u287bp, testando os modelos de codominancia, dominancia do alelo D e

dominancia do alelo I (Tabela 4).
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6. DISCUSSAO

O impacto da pandemia de COVID-19 ¢ evidente ndo somente no Brasil, mas também
no mundo, tornando-se uma emergéncia em saude publica. O subsequente aumento da
diversidade viral e surgimento de novas variantes promoveu a necessidade de mudangas nas
formas de métodos diagnoésticos, tratamentos e vacinas com o objetivo de realizar o
monitoramento preciso, a vigildncia e o controle da doenga. Objetivamos nesta dissertacao
identificar a frequéncia das caracteristicas clinicas ao longo da pandemia e os niveis de
expressao de alguns genes envolvidos na interagdo do virus com a célula hospedeira e os

desfechos de anosmia e ageusia.

Ao analisar o banco de dados do SIVEP, no municipio de Betim/MG, podemos
observar quatro ondas epidémicas diferentes. No periodo entre janeiro de 2020 a maio de
2021, foram registradas mudancas na frequéncia das linhagens dominantes. Inicialmente, as
linhagens B.1.1.33 e B.1.1.28, consideradas ndo VOCs, impulsionaram a epidemia e foram
mais prevalentes até meados de outubro de 2020, ocasionando a primeira onda (CANDIDO,
S. et al., 2020; XAVIER, J. et al., 2020; SILVA, A. et al., 2022). Apos esse periodo, com a
introdugdo da variante Gama (P.1), em janeiro de 2021 (FARIA, N. et al., 2021), houve um
aumento do nimero de casos, apesar das medidas de prevencao e distanciamento social para

evitar a transmissdo que foi empregada na cidade de Betim.

No Brasil, a variante Gama foi a responsavel pelo aumento das infecgdes no final de
2020 e de hospitalizagdes em Manaus/AM, sendo demonstrado através de modelagem
computacional que ela era 1,4 a 2,2 vezes mais transmissivel do que a variante do tipo
selvagem (FARIA, N. et al, 2021; RESENDE, P. et al., 2021). Os sintomas sdo muito
semelhantes aos da variante Beta. A Gama atingiu um nimero maior de individuos jovens
entre 20 e 39 anos, apresentando uma doenca avangada e elevando a taxa de mortalidade
(cerca de 2,7 vezes maior na segunda onda) (FREITAS, A. et al.; 2021; MISTRY, P. et al.,
2022). Apresenta 12 mutagdes na proteina S, compartilhando trés mutagdes semelhantes a da

variante Beta localizadas no RBD (TEGALLY, H. et al., 2021).

Através do SIVEP-Gripe observamos que durante a primeira ¢ segunda ondas o
aumento do numero de casos acompanhou o aumento do numero de 6bitos. Porém, essa
relacdo divergiu entre a terceira e quarta onda. A variante Gama foi substituida pela Delta, em

meados de junho de 2021 em todos os estados brasileiros, sendo mais transmissivel que a
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variante Gama e pode estar relacionado ao aumento da carga viral no trato respiratorio
superior, observado na maioria das capitais brasileiras (ELLIOT, P. et al., 2021; ALCANTRA,
L. et al., 2022; SILVA, J. et al., 2022). Durante esse periodo, nota-se uma redu¢ao do nimero
de casos e Obitos no municipio de Betim, o que também pode ser observado em um estudo de
vigilancia gendomica no estado de Minas Gerais, demonstrando que apesar da alta
transmissibilidade a Delta ndo levou a um nimero substancial de novos casos e dbitos no
estado. Além da introducao da VOC Delta no Brasil, esse periodo coincidiu com o avango dos
programas de vacinacdo, com mais de 82% da populacdo brasileira apresentando o ciclo

vacinal de SARS-CoV-2 completo (FONSECA, P. et al., 2022; QUEIROZ, D. et al., 2022).

A vacinagdo profildtica de toda a populagcio (KRAMMER, F., 2020) ¢,
indubitavelmente, a estratégia mais promissora para superar a pandemia de COVID-19. O
conhecimento substancial acumulado anteriormente sobre a estrutura e fungdo dos
coronavirus, na tentativa do desenvolvimento de vacinas contra o0 SARS-CoV e o MERS-CoV
foram importantes, agilizando o desenvolvimento de vacinas contra a doenga (DIAMOND,
PIERSON, 2020). As vacinas de carater emergencial administradas foram classificadas em
quatro principais categorias e utilizam diferentes plataformas de tecnologia: (1) vacinas de
virus inativado ou atenuado, (2) vacinas a base de proteinas, (3) vacinas com vetores virais
que expressam imunogenos, (4) vacinas de acido nucleico (KUDLAY; SVISTUNOY, 2022;
NAGY; ALHATLANI, 2021).

Os programas de vacinagdo demonstraram alta eficiéncia na prevencdo a infecgdo e
disseminagdo do SARS-CoV-2 (; SILVA, J. et al., 2023). Essas circunstancias contribuiram
para o abrandamento das politicas de prevencdo, medidas de distanciamento social
flexibilizadas e abertura dos comércios, culminando com o periodo de festas de final de ano,
gerando um ambiente favoravel para a rapida disseminagio da variante Omicron (BA.1), em
dezembro de 2021. A introduc¢do dessa variante ocasionou a terceira onda epidémica em
Betim, como pode ser observado em nosso banco de dados. Um estudo de nosso grupo
identificou a chegada da Omicron na semana epidemioldgica 49 em Belo Horizonte, através
de uma amostra coletada em 10 de dezembro de 2021 (DE MENEZES, M. et al., 2023;
SILVA, J. et al., 2023). Apesar do grande impacto e transmissibilidade ocasionados pela
circulagdo da Omicron, foi possivel observar tanto em nossos dados como em outros estudos
de varios paises do mundo que a taxa de letalidade ndo esteve associada ao aumento
substancial do nimero de novos casos (ADAMOSKI, D. et al., 2022; ARAF, Y. et al., 2022;
SOBCZAK, M. & PAWLICZAK, R., 2022). .
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No inicio de 2022, mais de 70% da populagdo j& havia sido vacinada, porém os casos
de infec¢des continuaram a acontecer devido ao surgimento de sublinhagens da variante
Omicron. As sublinhagens consistem em BA.l, BA.1.1, BA.2, BA.3, BA4 ¢ BA.S
ocasionando diferentes ondas epidémicas em alguns paises (ALCANTRA, L. et al., 2022;
ARAF, Y. et al., 2022; OU, J. et al., 2022). Podemos observar nos dados do SIVEP-Gripe que
uma quarta onda iniciou no municipio de Betim, em torno de junho de 2022, devido as
subvariantes BA.2 e BA.4, ocasionando um aumento do nimero de casos (BRASIL, 2023).
Segundo alguns estudos, em bronquios humanos a variante Omicron apresenta uma
infectividade e multiplicagdo viral mais rapida do que a variante Delta e a cepa selvagem.
Analises de dados de neutralizagdo mostraram uma reducdo de titulos de anticorpos
neutralizantes de 20 vezes em ndo vacinados, individuos previamente infectados ou que
receberam duas doses de vacina. Entretanto, o nimero de hospitalizagdes foi relativamente
menor em relacdo a Delta, o que pode estar associado a vacinacdo (ABDULLAH, F. et al.,

2021; POPOVIC, M., 2022).

Diferentes fatores flutuantes podem afetar a rela¢do entre as variantes de SARS-CoV-2
e os sintomas da doenca com o decorrer do tempo. Ao analisar as caracteristicas clinicas de
acordo com as ondas epidémicas, levando em conta a experiéncia médica, diretrizes para o
tratamento e a disponibilidade de terapias clinicas, isso pode ser importante para eliminar
alguns vieses. Ao restringir a andlise de um periodo de tempo limitado, podemos aumentar a
homogeneidade no conhecimento médico e na terapéutica disponivel entre a populacao

exposta e nao exposta (MEURISSE, M. et al., 2022).

No SIVEP-Gripe, observou-se que a distribui¢ao das notificagdes dos pacientes com
dados completos relativos & anosmia e ageusia diferiu da distribui¢do do conjunto total de
pacientes notificados, especialmente durante o ano de 2022. Sugerimos que isso se deve ao
fato de inicialmente o SIVEP-Gripe ser utilizado apenas para notificar casos graves de gripe
ou resfriado comum e os sintomas de anosmia e ageusia ndo eram relatados nesses casos.
Posteriormente, com a inclusdo desses sintomas pela OMS, o nosso banco de dados foi
adaptado e as notificagcdes comecaram a ser reportadas. Além disso, podemos observar que as
notificagdes desses sintomas no banco apresentaram alteragdes. Ao longo da pandemia,
notou-se uma variacdo da frequéncia dos sintomas de anosmia e ageusia € o surgimento de

novas variantes do SARS-CoV-2.
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Um estudo realizado no Rio de Janeiro, em pacientes com COVID-19 observou que os
sintomas de disfun¢do olfativa reduziram para 27,5% durante a Gama, 42,1% durante a Delta
e 5,8% durante a Omicron. Comparados ao periodo de linhagens originais, as chances de
disfungdo olfativa foram menores para aqueles infectados com Delta ¢ Omicron (CARDOSO,
C. et al., 2022). Esses resultados sugerem que as variantes de SARS-CoV-2 podem ser um
fator de risco para a ocorréncia de disfungdo olfativa juntamente com a susceptibilidade

genética do hospedeiro (CARDOSO, C. et al., 2022; LAAMARTI, M. et al., 2020).

Observamos em nossos dados a flutuagdo da frequéncia trimestral de notificagdes de
anosmia e ageusia ao longo da pandemia. Durante o segundo semestre de 2021, uma reducdo
de 7% foi percebida entre os dois desfechos, o que corrobora a nossa hipdtese de que as
variantes podem estar relacionadas com a frequéncia da chance de se apresentar o sintoma.
Algumas razdes que poderiam explicar esses fendmenos sdo que as mutacdes na proteina S
tornam a Omicron mais hidrofobica (KUMAR, A. et al., 2022), isso poderia reduzir a
solubilidade do virus no muco, o que diminuiria sua capacidade de atingir o EO (BUTOWT,
R. et al., 2022; BUTOWT, R.; BILINSKA, K.; BARTHELD,C., 2023). Outro fator que
poderia influenciar nessa variacdo é que devido a reducdo da clivagem da furina, a Omicron
prefira uma rota endossomal, via catepsina, para penetrar nas células hospedeiras, em vez de

uma fusdo da membrana de superficie com a protease TMPRSS2 (JACKSON, J. et al., 2022).

A avaliagdo clinica da doenga causada por novas variantes emergentes ¢ essencial para
estimar seu impacto na saude publica, com base na ligacdo com dados genomicos virais por
sequenciamento do genoma viral completo, técnicas de genotipagem e apuracdo da exposi¢ao
com base em periodos de tempo (TEGALLY, H. et al., 2022; GARCIA-BELTRAM et al.,
2021). Alguns estudos relatam que o risco de COVID-19 grave em pacientes hospitalizados
foi reduzido quando infectados com a variante Omicron, em comparagio a pacientes
hospitalizados infectados com a variante Delta (MENNI, C. et al., 2021). Como podemos
observar também em nossos dados, a frequéncia trimestral de anosmia e ageusia foram
semelhantes, indicando que elas estdo correlacionadas e, por isso, a frequéncia de ageusia

também diminuiu durante o segundo semestre de 2021.

Em 2020, a presenga das variantes Alfa e Beta registraram sintomas comuns como
febre, tosse, dispneia, producdo de escarro, mialgia, artralgia, cefaleia, diarreia, rinorréia, dor
de garganta, anosmia e ageusia (PRINTZA, A. ef al., 2020; MESQUITA, R. et al., 2021). A

medida que a COVID-19 se espalhava pelo mundo, casos de re-infeccdo com a mesma cepa
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ou uma cepa diferente da infec¢do inicial pelo SARS-CoV-2 foram observados. Diante desses
casos, foram registrados sintomas altamente heterogéneos (PEDRO, N. ef al., 2021; REN, X.
et al., 2022). Com a circulagdo da variante Delta, os sintomas eram semelhantes aos das
outras variantes, embora em alguns casos restritos era possivel observar deficiéncia auditiva,
infec¢cdes no GI e problemas relacionados a coagulacao sanguinea (SHIEHZADEGAN, S. et
al.,2021; BHATTACHARYA, M. et al., 2022).

Ao comparar a variante Gama com a Beta, notou-se o aumento da transmissibilidade e
de quadro clinico mais severo em pacientes jovens com necessidade de suporte ventilatorio,
culminando no crescente nimero de hospitalizagdes e ocupacdes de leitos de terapia intensiva
apresentando altas taxas de mortalidade no Brasil (RANZANI, O. et al.; 2021; NAVECA, F.
et al., 2021). Um estudo de Menni, et al. (2022) avaliou o perfil de manifestagcdes clinicas
causadas pelas variantes Delta e Omicron na COVID-19, incluindo uma lista com 32
sintomas. Dentre esses, revelou que 12 sintomas foram menos prevalentes em pacientes
infectados durante a circulagio da Omicron (perda de olfato, olfato alterado, espirros,
corrimento nasal, confusdo mental, dor ocular, dor de cabega, febre, queda de cabelo, bolhas

nos pés, zumbido no ouvido e tontura ou vertigem).

Ao analisar nossos dados, foi observada co-ocorréncia significativa de todos os
sintomas notificados no SIVEP-Gripe (dor abdominal, fadiga, febre, tosse, dor de garganta,
dispneia, desconforto respiratorio, alteracdo de saturacdo, diarréia e vomito) com anosmia €
ageusia. Ao cruzarmos os dados de anosmia e ageusia, esses desfechos atingiram razao de
chance de 245,7 (IC 95% entre 182,0 e 331,7), indicando serem fatores patognomodnicos da
doenga, principalmente entre o periodo de 2020 a 2021, quando circulavam as variantes Alfa,

Beta e Gama e diminuia significativamente com a presenca da variante Omicron.

Idosos e individuos com comorbidades estdo mais suscetiveis a desenvolver a forma
mais grave da COVID-19 (ZHU, J. et al., 2021; WHO, 2021). Os fatores genéticos do
hospedeiro também contribuem com a suscetibilidade e a gravidade da COVID-19 (DE
ARAUIJO, J. et al.,, 2022). A associacdo entre ACEl ¢ ACE2 tem sido implicada na
patogénese das doencas respiratorias e a fungcdo dos polimorfismos nesses genes tem sido
associadas a um aumento do risco de doencas pulmonares e cardiovasculares
(CHOUDHARY, S. et al., 2020; BRAGA-PAZ, 1. et al., 2022; MARTINEZ-GOMES, L. et al.
2022).
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Ao explorarmos em nosso banco de dados condigdes de satde pré-existentes com a
manifestagdo de anosmia e ageusia obtivemos dados interessantes. As chances de desenvolver
os dois desfechos foram significativas para cinco condi¢des: cardiopatia, doengas
hematologicas, asma, diabetes, obesidade. Alguns trabalhos sugerem que a interagdo entre
ACE1/ACE?2 prediz o risco de doengas como hipertensdo, doengas cardiovasculares e doengas
pulmonares. Isso poderia influenciar os fatores de risco na COVID-19 e desempenhar um
papel na susceptibilidade dos desfechos graves da doenca (KEIKHA, M. & KARBALAEI,
M., 2022). Um estudo que conciliou 13 trabalhos realizados em todo o mundo identificou que
pacientes hospitalizados por COVID-19 tinham com mais frequéncia o grupo sanguineo “A”
do que o “O” (GOLINELLI, D. et al., 2020). Entretanto, alguns dados sugerem que a
COVID-19 leve esteja relacionada a sintomas de longa duragdo como: manifestagdes
neuroldgicas e psiquidtricas e sequelas persistentes em torno de 30% dos pacientes, com

prevaléncia em idosos (LOGUE, J. et al., 2021; SUDRE, C. et al., 2021).

Outro dado relevante que observamos no SIVEP ¢é que dentre as condicdes
pré-existentes, a presenca de doenca neurologica esteve relacionada somente a presenca de
anosmia, enquanto a doenga renal estava relacionada apenas a presenca de ageusia. A
ocorréncia de manifestagdes neuroldgicas ndo ¢ surpreendente como ja haviamos hipotetizado
em nosso estudo (Anexo 2), ja que dado o envolvimento do SNC e SNP, poderia existir uma
ponte que liga sintomas iniciais, como anosmia e ageusia ¢ modula¢do da expressao de fatores
moleculares a COVID Longa. A infeccdo por SARS-CoV-2 tem variado de sintomas
inespecificos (cefaléia, mialgia, fadiga e tontura) a doenca cerebrovascular, encefalite,
distirbios do movimento, distirbios cranianos e periféricos e neuropatias (MORO, E. et al.,
2020; ROMOLI, M. et al.; 2020). Considerando revisdes sistematicas e meta-analise de dados
de pacientes individuais, 7,8% das pessoas hospitalizadas com COVID-19 apresentavam
doenca neuroldgica pré-existente (SINGH, B. et al., 2021). Estudos post mortem
demonstraram a presen¢a do virus em neurdnios corticais, fornecendo evidéncias para a

capacidade neuroinvasiva de SARS-CoV-2 (SONG, E. et al., 2021).

Sobre o dado que associa a doenga renal a ageusia, alguns relatos na literatura indicam
que pacientes com Doenca Renal Cronica apresentam um menor nimero de papilas
gustativas, o que diminuiria o nimero de receptores gustativos e, consequentemente,
diminuiria sua capacidade de perceber os sabores (ASTBACK, J. et al., 1999;
ARMSTRONG, J. et al., 2010; CORREA, M. et al., 2015). Outra explicacdo poderia ser que

0 zinco ¢ um micronutriente que atua em muitos processos celulares, regulando as respostas
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https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Prognostic%20indicators%20and%20outcomes%20of%20hospitalised%20COVID-19%20patients%20with%20neurological%20disease%3A%20a%20systematic%20review%20and%20individual%20patient%20data%20meta-analysis&publication_year=2021&author=B.%20Singh&author=S.%20Lant&author=S.%20Cividini
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Neuroinvasion%20of%20SARS-CoV-2%20in%20human%20and%20mouse%20brain&publication_year=2021&author=E.%20Song&author=C.%20Zhang&author=B.%20Israelow&author=A.
http://scholar.google.com/scholar_lookup?&title=Taste%20buds%20and%20neuronal%20markers%20in%20patients%20with%20chronic%20renal%20failure&journal=Perit%20Dial%20Int&volume=19&pages=s315-s323&publication_year=1999&author=Astback%2CJ&author=Fernstrom%2CA&author=Hylander%2CB&author=Arvidson%2CK&author=Johansson%2CO
https://link.springer.com/article/10.1007/s00467-010-1529-7
https://link.springer.com/article/10.1007/s00467-015-3131-5#ref-CR19
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imunes, sintese de proteinas, crescimento e diferenciagdo celular. Os niveis plasmaticos de
zinco vao reduzindo ao longo da progressio dos estagios da Doenca Renal Cronica,
principalmente em individuos dependentes de dialise, levando a uma diminuicao do paladar

(LIN, C. et al., 2018; FUKASAWA, H. et al., 2023).

Em humanos, o zinco esta envolvido no favorecimento das trocas de informacoes
entre as papilas gustativas e as fibras nervosas gustativas. As alteracdes do paladar na
COVID-19 relacionadas a deficiéncia de zinco, podem levar a uma redugdo dos niveis de
receptores olfativos sem resposta a sinalizacdo imune inata (JOACHIMIAK, M., 2021;
SANTOS, H., 2021). Além disso, alguns estudos, como o de Pranata et al., 2020, ja
discutiram que individuos com Doenga Renal Cronica apresentam niveis elevados da proteina
ACE? circulante, o receptor que facilita a entrada do SARS-CoV-2 e pode, subsequentemente,
ser subregulado pelo virus, levando a atividade desregulada da angiotensina II e faléncia de
multiplos 6rgdos (LIU, Y. et al.; 2020; GURWITZ, D., 2020; VADUGANATHAN, M. et al.,
2020; MOEINZADEH, F. et al., 2022).

Este estudo apresentou limitagdes, vale ressaltar que fatores como o preenchimento
incompleto das fichas de notificagdo dos pacientes, atraso na alimentagdo dos dados para o
sistema por parte das unidades de saude, dificuldade de acesso aos dados nacionais podem
levar ao comprometimento das analises. Outros desfechos como dados de vacinagdo, raga e

escolaridade ndo puderam ser explorados por falta de informa¢des no SIVEP.

Além de analisarmos a frequéncia dos desfechos clinicos, buscamos averiguar também
a influéncia dos niveis de expressdo génica de alguns receptores, considerando o mecanismo
de penetracdo do virus na célula hospedeira com a anosmia e ageusia. Analisamos 102
pacientes hospitalizados na cidade de Belo Horizonte-MG, dos quais 17,60% apresentavam
anosmia e 9,80% apresentavam ageusia. Observamos que baixos niveis de expressdo do gene
ACE? se correlacionam com a presenga de ageusia, um achado curioso em nosso estudo. Até
0 momento, ndo encontramos na literatura nenhum trabalho que apresentasse dados
semelhantes sobre a diminuicdo de ACE2 e a presenca de ageusia € nem estudos que

refutaram nosso achado.

Embora nossas amostras sejam de pacientes hospitalizados com quadro clinico grave e
os relatos de anosmia e ageusia sdo mais comuns em pacientes com COVID-19 leve a
moderada, ACE2 ¢é expresso na mucosa da cavidade oral e principalmente na lingua (XU, H.

et al., 2020; LECHIEN, J. et al., 2020). Um estudo recente, infere que o assim como


https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Changes+in+Trace+Elements+During+Early+Stages+of+Chronic+Kidney+Disease+in+Type+2+Diabetic+Patients&author=Lin,+C.C.&author=Shih,+C.T.&author=Lee,+C.H.&author=Huang,+Y.L.&publication_year=2018&journal=Biol.+Trace+Elem.+Res.&volume=186&pages=330%E2%80%93336&doi=10.1007/s12011-018-1314-1&pmid=29589268
https://www.mdpi.com/2077-0383/12/4/1667
https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Zinc%20against%20COVID-19%3F%20Symptom%20surveillance%20and%20deficiency%20risk%20groups&author=MP.%20Joachimiak&publication_year=2021&journal=PLoS%20Negl%20Trop%20Dis.&volume=15&pages=e0008895
https://academic.oup.com/nutritionreviews/article/80/5/1086/6335542?login=true
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7502996//PMC7502996/
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Sci+China+Life+Sci&title=Clinical+and+biochemical+indexes+from+2019-nCoV+infected+patients+linked+to+viral+loads+and+lung+injury&author=Y+Liu&author=Y+Yang&author=C+Zhang&author=F+Huang&author=F+Wang&volume=63&publication_year=2020&pages=364-74&pmid=32048163&
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Drug+Dev+Res&title=Angiotensin+receptor+blockers+as+tentative+SARS-CoV-2+therapeutics&author=D+Gurwitz&volume=81&publication_year=2020&pages=537-40&pmid=32129518&
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=N+Engl+J+Med&title=Renin-angiotensin-aldosterone+system+inhibitors+in+patients+with+covid-19&author=M+Vaduganathan&author=O+Vardeny&author=T+Michel&author=JJV+McMurray&author=MA+Pfeffer&volume=382&publication_year=2020&pages=1653-9&pmid=32227760&
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=N+Engl+J+Med&title=Renin-angiotensin-aldosterone+system+inhibitors+in+patients+with+covid-19&author=M+Vaduganathan&author=O+Vardeny&author=T+Michel&author=JJV+McMurray&author=MA+Pfeffer&volume=382&publication_year=2020&pages=1653-9&pmid=32227760&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9926033/
https://www.nature.com/articles/s41368-020-0074-x
https://www.nature.com/articles/s41368-020-0074-x
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MERS-CoV se liga a receptores de acido sidlico, um componente da mucina salivar, o
SARS-CoV-2 também se ligaria a estes receptores o que levaria a uma diminui¢ao induzida
pelo virus neste local, acelerando a degradacdo das papilas gustativas ocasionando um

aumento no limiar gustativo (MAZZATENTA, A. et al., 2022).

Em nossas amostras, nenhuma associacao foi observada entre a expressdao de ACE] e
TMPRSS? para o desfecho da ageusia. Além disso, ndo foram observadas associagdes para os
trés genes e a anosmia. Também ndo encontramos associagdo do polimorfismo A/u287pb com
a presenga de anosmia e/ou ageusia. Alguns estudos associaram esse polimorfismo e sua
relagdo com complicagcdes causadas pelo SARS-CoV-2, como insuficiéncia cardiaca,
hipertensdo, diabetes, insuficiéncia renal e pneumonia (KEIKHA, M. & KARBALAEI, M.,
2022). Embora altos niveis de expressdo de ACE2 e TMPRSS?2, estejam associados a
gravidade da COVID-19, neste estudo, avaliamos sintomas clinicos especificos da doenca.
Nosso estudo apresenta limitagdes, pois, todas as amostras obtidas para as analises eram de

abril a setembro de 2020, periodo anterior ao aparecimento de VOCs do SARS-CoV-2.

Anosmia e ageusia foram observados com mais frequéncia em pacientes com
COVID-19 leve a moderada do que em pacientes com casos graves (LECHIEN, J. et al.,
2020; AGHAGOLLI, G. et al., 2020). Em modelos animais, 0 SARS-CoV-2 leva a diminuigao
da expressao de ACE2, levando a um desequilibrio no controle cerebrovascular de
ACEI1/ACE?2, resultando em incompatibilidade de sinal de ACE 1, vasoconstri¢ao excessiva ou
distarbios de autorregulagdo cerebral (BRAGA-PAZ, 1. et al., 2022). Individuos com genotipo
DD apresentam niveis sanguineos de ACE! elevados, podendo aumentar o risco de acidente

vascular cerebral e nefropatia diabética (KHEIKA, M. & KARBALAEI, M., 2022).

Uma meta-analise publicada por colegas do nosso grupo de pesquisa mostrou que a
delecao de 287pb no gene ACE|I esta associada ao prognodstico grave da COVID-19. No
entanto, ainda ndo avaliaram distirbios de saude a longo prazo (DE ARAUIJO, I. et al.; 2022).
Além disso, a alta frequéncia do gendtipo DD esteve associada a uma elevada taxa de
mortalidade de COVID-19 na populagdo ocidental, quando comparada com a populagdao
asiatica (KEIKHA, M. & KARBALAEI, M., 2022). Em nossos dados, ndo observamos
diferengas na carga viral entre pacientes com anosmia e ageusia e os respectivos controles,
sugerindo que outros mecanismos ou fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento da

sindrome de COVID-19.


https://paperpile.com/c/Wg9kTW/GDMr5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401022003941?via%3Dihub#bib23
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Um estudo de associacdo gendmica identificou um /oci significativo, na regido dos
genes UGT2A41 e UGT2A2, ambos expressos no EO desempenhando papel na metabolizagao
de odorantes. Estudos em animais demonstram que as enzimas Uridina
difosfato-Glucuronosiltransferases (UGT) possuem a capacidade de biotransformar uma vasta
quantidade de odores direcionados aos receptores olfativo (SCHWARTZ, M. et al., 2020;
NEIERS, F. et al, 2021). Além disso, possuem funcdo essencial na metabolizagdo e
desintoxicac¢dao envolvidos na eliminagdo dos odorantes, que entram na cavidade nasal e se
ligam aos receptores. Embora ainda ndo seja claro como esses genes estdo envolvidos neste
processo, eles poderiam desencadear um papel na fisiologia das células infectadas,
comprometendo funcionalmente a perda olfativa e, consequentemente, a perda do paladar

(SHELTON, J. et al., 2022).

Nosso grupo levantou a hipotese de que, além da entrada viral nas células do SNC,
existem vias de sinalizagdo ativadas durante a COVID-19 que interrompem a homeostase
cerebral, levando assim a consequéncias neurocognitivas de longo prazo. A COVID Longa
esta associada a dificuldades de concentragdo, processamento de informacdes, memoria,
funcionamento executivo, ansiedade, depressdo, sindrome do panico, sono, desordem e
fadiga. Ha descrito na literatura que a COVID Longa pode durar de 6 até 12 meses, embora
em alguns individuos possa durar indefinidamente (ORRU, G. et al, 2021;
TITZE-DE-ALMEIDA, R. et al., 2022).

Entre as sequelas neurologicas duradouras, o comprometimento cognitivo persistente
destaca-se por uma “névoa cerebral” da COVID-19, caracterizada por prejuizo nas fungdes de
memoria, atengdo, concentracdo, velocidade do processamento de informagdes (MONIJE, M.
& ITWASAKI, A. 2022). A neuroinflamagdo pode provocar desregulagdao das células gliais e
neuronais e levar a uma disfungdo no circuito neuronal afetando negativamente as fungdes
cognitivas e neuropsiquidtricas. Além disso, o possivel efeito de mecanismos adicionais de
lesdo neural, como isquemia, infec¢do do sistema nervoso ou reagdes imunes citotdoxicas
também podem ocasionar disturbios cognitivos (HEEN, R. et al., 2022; MONIJE, M. &
IWASAKI, A. 2022).

Uma meta-andlise com mais de 10.000 pacientes extraidos de 18 estudos publicados,
caracterizou a prevaléncia de sintomas neuroldgicos e neuropsiquiatricos (fadiga, disfungdo
cognitiva, nevoeiro cerebral, problemas de memodria, distirbio de atencdo e do sono) em

quase um terco dos pacientes por cerca de trés meses pos-COVID-19 (PREMRAJ, L. ef al.,


https://doi.org/10.1016/j.neuron.2022.10.006
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2022.10.006
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2022.105766
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2022.10.006
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2022.10.006
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2022). Em um estudo (DE PAULA, J. et al., 2022) realizado com 195 individuos com
COVID-19 leve, 26% tinham uma deficiéncia visuoconstrutiva, uma manifestagdo inicial
tipica da doenca de Alzheimer. Houve também aumento da expressdao de 11 biomarcadores
plasmaticos, incluindo quimiocinas e fatores de crescimento. Esses biomarcadores mostraram
uma forte correla¢do positiva com o grau de comprometimento cognitivo, persistindo por até
um ano apo6s o diagnoéstico. Foram incluidas pessoas que tiveram COVID-19 leve e ndo foram
hospitalizadas nos dois a dez meses anteriores a pesquisa € sem comorbidades. A maioria dos
voluntarios sdo profissionais de saude que atuam na regido hospitalar e conheceram o estudo
por meio de chamadas publicas feitas pelas institui¢des. A média de idade da coorte foi de 38

anos (DE PAULA, J. et al., 2022).

Um grupo da Inglaterra publicou um estudo robusto envolvendo 785 participantes
(com idades entre 51 e 81 anos) com COVID (DOUAUD, G. et al., 2022), incluindo
pacientes com apenas sintomas leves de COVID-19. Imagens limbicas cerebrais foram
obtidas duas vezes e comparadas a 384 controles ndo infectados. Eles identificaram um
padrao espacial consistente de anomalias longitudinais em regides limbicas cerebrais
formando uma rede principalmente olfativa, incluindo uma maior redu¢ao no tamanho global
do cérebro. Os autores levantaram a hipdtese de que os resultados poderiam representar as
caracteristicas da disseminacdo degenerativa da doenga por vias olfatorias, eventos
neuroinflamatérios ou perda de entrada sensorial devido a anosmia e sugeriram periodos de

acompanhamento mais longos para avaliar esses efeitos.

Incidéncias semelhantes de fadiga e medidas de qualidade de vida diminuidas também
foram relatadas em epidemias anteriores provocadas por coronavirus, como o SARS-CoV e
MERS-CoV (LAM, M. et al., 2009; ROGERS, J. et al., 2020; CEBAN, F. et al., 2022). Uma
melhor compreensdo da anosmia e da ageusia poderia melhorar nosso conhecimento a
respeito de disturbios cognitivos duradouros, incluindo a COVID Longa. Estudos futuros
deverdo investigar a expressdo relativa de genes chave de marcadores olfativos e de células
sustentaculares em amostras coletadas de pacientes pds-COVID-19 (seis meses a um ano apos
contrair COVID-19) com ou sem anosmia e/ou ageusia, usando testes neuropsicologicos (DE

PAULA, J. et al., 2022).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.905757/full#B13
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.905757/full#B13
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.905757/full#B14
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.905757/full#B13
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra que alteragdes no olfato e paladar podem implicar na
saude e qualidade de vida das pessoas. Embora a patogénese exata de anosmia e ageusia
ocasionada pelo SARS-CoV-2 ainda permanega incerta, ha provavelmente um envolvimento
de células localizadas no Epitélio Olfatorio e na lingua. Desde o inicio da pandemia, circulam
diferentes VOCs (Alfa, Beta, Gama, Delta ¢ Omicron) sendo demonstrado que elas sdo
capazes de alterar o cendrio pandémico e apresentam um risco para a saide publica. A¢des de
vigilancia gendmica ¢ a busca por biomarcadores contribuem para mitigar os impactos,
compreender o processo de dispersdo viral, os padrdes evolutivos, a diversidade genética do
virus, auxiliar no rastreamento de surtos e monitorando o surgimento de novas mutagdes e
VOCs. Além dos métodos diretos de vigilancia, como genotipagem e sequenciamento do
genoma completo, o uso de dados do ‘mundo real’ pode ser utilizado para identificar
potenciais variantes e o efeito delas sobre aspectos clinicos e epidemioldgicos. Observamos
que a frequéncia de anosmia e ageusia flutuou ao longo da pandemia e percebemos uma
co-ocorréncia de todos os sintomas notificados com os desfechos. Ao explorarmos condic¢des
pré-existentes dos pacientes deste estudo, nossos achados foram interessantes, demonstrando
que de dez condi¢des avaliadas, cinco delas tém associagdao com os dois sintomas, sendo que
entre essas, a doenga neuroldgica foi apenas associada a anosmia e doenga renal a ageusia.
Geralmente, esses dados observacionais sao cheios de interacdes e vieses, € nossos resultados
validam o quanto o SIVEP-gripe ¢ um banco informativo. No entanto, utilizar dados
observacionais ¢ desafiador, por apresentar uma informagao ainda limitada. As evidéncias do
"mundo real” dependem da qualidade de seus dados, suposi¢des sobre possiveis fatores de
confusdo e uso de procedimentos estatisticos. Além disso, mais estudos de expressdo génica
sdo importantes para elucidar os desfechos de anosmia e ageusia desencadeados pela infec¢do
de SARS-CoV-2. Ao observarmos uma correlagdo negativa entre os niveis de expressao de
ACE?2 e ageusia, demonstra que mais estudos e outros genes devem ser explorados para
compreender melhor esse mecanismo. Parte dos resultados deste trabalho foram compilados
em um artigo publicado em setembro de 2022 na Revista Frontiers in Cellular and Infection

Microbiology (Anexo 2).
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ANEXOS

Anexo A.Ficha de Registro Individual. Sistema de Informagdo da Vigilancia Epidemiologica
da Gripe (SIVEP-Gripe).



N2

SIVEP-Gripe - SISTEMA DE INFORMAGAO DA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DA GRIPE

MINISTERIO DA SAUDE FICHA DE REGISTRO INDIVIDUAL - CASOS DE SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE HOSPITALIZADO - 07/10/2021
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE

CASO DE SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE (SRAG-HOSPITALIZADO): Individuo com *SG que apresente: dispneia/desconforto respiratério OU pressdo
persistente no térax OU saturagdo de 02 menor que 95% em ar ambiente OU coloragdo azulada dos labios ou rosto. (*SG: Individuo com quadro respiratério agudo,
caracterizado por pelo menos dois (2) dos seguintes sinais e sintomas: febre (mesmo que referida), calafrios, dor de garganta, dor de cabega, tosse, coriza, disttrbios
olfativos ou gustativos). Para efeito de notificacdo no SIVEP-Gripe, devem ser considerados os casos de SRAG hospitalizados ou os 6bitos por SRAG independente
de hospitalizacao.

1 Data do preenchimento da ficha de notificagdo: ) Data de 19s sintomas
3 | UF:__|__ [4 | Municipio: Codigo (IBGE): | | || _|__
5 | Unidade de Saude: Codigo (CNES):__ | | | ||| __
6 | TemCPF? |__| 1-Sim 2-N3o 7 CPF: | e e e e e )
8 | Estrangeiro |__| 1-Sim 2-N&o
9 | Cartdo Nacional de Saude (CNS): ||| 111111
o | 10 | Nome: 11 | Sexo: |__|1-Masc. 2- Fem. 9-Ign
+ .
_@ 12 | Data de nascimento: 13 | (Ou)ldade: _ | | __ 14 |(Gestante: |__|
8 | | 1-Dia 2-Més 3-Ano |_| 1-12 Trimestre  2-22 Trimestre  3-32 Trimestre
o 4-ldade Gestacional Ignorada 5-Ndo
o | 15 | Raca/Cor: | | 1-Branca 2-Preta 3-Amarela 4-Parda 5-Indigena 9-lgnorado 6-No se aplica  9-Ignorado
© Y -
@ 16 | Seindigena, qual etnia?
gl
S| 17 | E membro de povo ou comunidade tradicional? | __|1-Sim 2-N3o | 18 | Sesim, qual?
19 Escolaridade: |_| 0-Sem escolaridade/Analfabeto  1-Fundamental 12 ciclo (12 a 52 série) 2- Fundamental 22 ciclo (62 a 92 série)
3-Médio (12 ao 32 ano) 4-Superior 5-Ndo se aplica 9-Ignorado
20 | Ocupacdo: 21 | Nome da mae:
@] 22 |CeP: _ || || _-_ | _|_
e
S| 2 Jur | | %% | Municipio: cédigo (IBGE): | |||
7 . . . . 0.
o | 25 | Bairro: 26 | Logradouro (Rua, Avenida, etc.): 27 | N2:
(0]
o
(%]
ke 28 | Complemento (apto, casa, etc...): 29 | (DDD) Telefone:
a S R R R ) ) R ) )
30 | Zona: |__|1-Urbana 2-Rural 3-Periurbana 9-lgnorado | 31 ‘ Pais: (se residente fora do Brasil)
32 | Trata-se de caso nosocomial (infec¢do adquirida no hospital)? |__| 1-sim 2-Njo 9-ignorado
33 | Paciente trabalha ou tem contato direto com aves, suinos, ou outro animal? |_| 1-Sim 2-N&o
| __|3- Outro, qual 9-ignorado
34 | Sinais e Sintomas: 1-Sim 2-Ndo 9-ignorado | __| Febre |__| Tosse | __| Dor de Garganta |__| Dispneia |__|
Desconforto Respiratorio | __| Saturagdo 02<95% |__| Diarreia |__| Vomito |_|Dor abdominal | __| Fadiga |__| Perda do olfato
3 | __| Perda do paladar |__|Outros
& | 35 | Possuifatores de risco/comorbidades? | | 1-Sim 2-Nio 9-lgnorado  Se sim, qual(is)? (Marcar X)
% | __| Puérpera (até 45 dias do parto) |__| Doenga Cardiovascular Crénica |__| Doenga Hematoldgica Cronica
f= | __| Sindrome de Down |__| Doenga Hepética Cronica |__| Asma
% | __| Diabetes mellitus | __| Doenga Neuroldgica Cronica | __| Outra Pneumopatia Crbnica
a | __| Imunodeficiéncia/Imunodepressdo |__| Doenga Renal Cronica | __| Obesidade, IMC | |
"; | __| Outros
z Recebeu vacina COVID-19? Se recebeu vacina COVID-19, informar:
g 36 |_| 1-Sim  2-Ndo 9-Ignorado 37 | Data da 12 dose: | |
= Data da 22 dose: | |
- Fabricante vacina COVID-19: Lote da vacina COVID-19:
o) a
-8 38 39 Lote 12 Dose
o Lote 22 Dose
40 Recebeu vacina contra Gripe na ultima a1 Data da vacinacao:
campanha? |__| 1-Sim 2-N&o 9-lgnorado | |
Se < 6 meses: a mae recebeu a vacina? |_| 1-Sim 2-Ndo 9-lgnorado Se sim, data: | |
amde amamenta acrianga? |__| 1-Sim 2-Ndo 9-lgnorado
Se >= 6 meses e <= 8 anos:
Data da dose Unica 1/1: | | (dose Unica para criangas vacinadas em campanhas de anos anteriores)
Data da 12 dose: | | (12 dose para criangas vacinadas pela primeira vez)
Data da 22 dose: | | (22 dose para criangas vacinadas pela primeira vez




Usou antiviral para gripe? . .
42 para grip 43 | Qual antiviral? |_| 1-Oseltamivir 44 Data inicio do tratamento:
|_| 1-Sim 2-N3do 9-Ignorado
2-Zanamivir 3-Outro, especifique: | |
45 | Houve internagdo? |__| 46 | Data da internagdo por SRAG: 47 UF de internacdo:
o 1-Sim 2-Ndo 9-lgnorado | | |
g 48 | Municipio de internacao: Codigo (IBGE):__ | | | || __
£ | 49 | Unidade de Saude de internagdo: Codigo (CNES):__ | | || | _|__
2| 50| Internadoem UTI? |__| 51 | Data da entrada na UTI: 52 Data da saida da UTI:
QJ . ~
pr 1-Sim 2-Ndo 9-lgnorado | | | |
(] . ;. i A . H .
S | 53 | Uso de suporte ventilatério: 54 | Raio X de Térax: |__| 55 | Data do Raio X:
8 | | o . . e i 1-Normal 2-Inflitrado intersticial 3-Consolidagdo | |
2 _ 1-S|r~n, invasivo 2-Sim, ndo invasivo 4-Misto  5-Outro:
g 3-Nédo 9-lgnorado 6-Ndo realizado 9-Ignorado
56 | Aspecto Tomograﬁa |_| 1-Tipico covid-19 2- Indeterminado covid-19 Data da tomografia:
3- Atipico covid-19 4-Negativo para Pneumonia 57 | |
5-Outro 6-Ndo realizado 9-lgnorado
58 | Coletouamostra | || 59 | Datadacoleta: | 60 | Tipo de amostra: |__| 1-Secregio de Naso-orofaringe
1-Sim 2-Ndo 9-Ignorado | | 2-Lavado Bronco-alveolar 3-Tecido post-mortem
- 4-Outra, qual? 5-LCR  9-Ignorado
61 | Ne Requisicao do GAL: 62 Tipo do teste para pesquisa de antigenos virais:
|_| 1- Imunofluorescéncia (IF) 2- Teste rapido antigénico
63 | Data do resultado da pesquisa de antigenos: 64 | Resultado da Teste antigénico: |__| 1-positivo 2-Negativo
| | 3- Inconclusivo 4-N&o realizado 5-Aguardando resultado 9-Ignorado
65 | Laboratdrio que realizou o Teste antigénico: Cddigo (CNES):
SN R O U R Y
66 | Agente Etioldgico - Teste antigénico:  Positivo para Influenza? | | 1-sim 2-Nso 9-Ignorado
Se sim, qual influenza? |__| 1-InfluenzaA 2- Influenza B Positivo para outros virus? |__| 1sim 2-Nao 9-ignorado
Se outros virus respiratorios qual(is)? (marcar X) |__| SARS-Cov-2 |__| Virus Sincicial Respiratério |__| Parainfluenza 1
|__| Parainfluenza 2 |__| Parainfluenza 3 |__| Adenovirus |__| Outro virus respiratdrio, especifique:
67 | Resultado da RT- PCR/outro método por 68 Data do resultado RT-PCR/outro método por Biologia
" Biologia Molecular: |__| Molecular: | |
] 1-Detectavel 2-Ndo Detectdvel 3-Inconclusivo 4-Ndo
= realizado 5-Aguardando resultado 9-lgnorado
2 — - ——
© | 69 | Agente Etioldgico - RT-PCR/outro método por Biologia Molecular:
8 | Positivo para Influenza? |__| 1-sim 2-Ndo 9-Ignorado Se sim, qual influenza? |__| 1-influenzaA 2-Influenza B
©
)
@ | Influenza A, qual subtipo? |__| 1-influenza A(HIN1)pdm09  2-Influenza A/H3N2  3-Influenza A no subtipado
_8 4-Influenza A ndo subtipavel  5-Inconclusivo 6-Outro, especifique:
)
Influenza B, qual linhagem? |__| 1-victoria 2-Yamagatha 3-N3o realizado 4-Inconclusivo 5-Outro, especifique:
Positivo para outros virus? |__| 1-Sim 2-NZo 9-lgnorado Se outros virus respiratérios, qual(is)? (marcarx)
|__| SARS-CoV-2 |__| VirusSincicial Respiratério |__| Parainfluenzal |__| Parainfluenza2 |__| Parainfluenza3 |__| Parainfluenza 4 |__| Adenovirus
|__| Metapneumovirus |__| Bocavirus |__| Rinovirus | __| Outro virus respiratério, especifique:
70 | Laboratério que realizou RT-PCR/outro método por Biologia Molecular: Codigo (CNES):
S R R O U Y P
71 | Tipo de amostra soroldgica para SARS-Cov-2: | __| 1- Sangue/plasma/soro 72 | Data da coleta:
2-Outra, qual? 9-lgnorado | |
73 | Tipo de Sorologia para SARS-Cov-2: |__| 1-Teste rapido 2-Elisa 3- 74 Data do resultado:
Quimiluminescéncia 4- Outro, qual? | |
Resultado do Teste Soroldgico para SARS-CoV-2: |_|1g6 |__|lgM |__|igA
1-Positivo 2-Negativo 3- Inconclusivo 4-Ndo realizado 5-Aguarda resultado 9 Ignorado
Classificacdo final do caso: |_| 1-SRAG porinfluenza 76 | Critério de Encerramento:|__|
18 75 | 2-SRAG por outro virus respiratério 3-SRAG por outro agente etioldgico, 1- Laboratorial 2- Clinico Epidemioldgico
g qual 4-SRAG n3o especificado 5-SRAG por covid-19 3- Clinico 4- Clinico-Imagem
| 77 | Evolugdo do Caso:|__| 1-cura 78 | Data daaltaou 79 | Data do Encerramento:
8 2-Obito  3-Obito por outras Causas dbito: | | | |
9-Ignorado
80 | Numero D.O: | ||| 11 1_I-1_|
81 | OBSERVACOES:
82 | Profissional de Salude Responsavel: 83 | Registro Conselho/Matricula:
S R R )
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Anexo B. Artigo ‘Negative correlation between ACE2 gene expression levels and loss of taste
in a cohort of COVID-19 hospitalized patients: New clues to long-term cognitive disorders’.

Publicado na Revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, em 29 de setembro de
2022.
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In early 2020, one of the most prevalent symptoms of SARS-CoV-2 infection
was the loss of smell (anosmia), found in 60-70% of all cases. Anosmia used to
occur early, concomitantly with other symptoms, and often persisted after
recovery for an extended period, sometimes for months. In addition to smell
disturbance, COVID-19 has also been associated with loss of taste (ageusia).
The latest research suggests that SARS-CoV-2 could spread from the
respiratory system to the brain through receptors in sustentacular cells
localized to the olfactory epithelium. The virus invades human cells via the
obligatory receptor, angiotensin-converting enzyme Il (ACE2), and a priming
protease, TMPRSS2, facilitating viral penetration. There is an abundant
expression of both ACE2 and TMPRSS2 in sustentacular cells. In this study,
we evaluated 102 COVID-19 hospitalized patients, of which 17.60% presented
anosmia and 9.80% ageusia. ACE1, ACE2, and TMPRSS2 gene expression levels
in nasopharyngeal tissue were obtained by RT-gPCR and measured using ACT
analysis. ACE1 Alu287bp association was also evaluated. Logistic regression
models were generated to estimate the effects of variables on ageusia and
anosmia Association of ACE2 expression levels with ageusia. was observed (OR:
1.35; 95% CI: 1.098-1.775); however, no association was observed between
TMPRSS2 and ACE1 expression levels and ageusia. No association was
observed among the three genes and anosmia, and the Alu287bp
polymorphism was not associated with any of the outcomes. Lastly, we
discuss whetherthere is a bridge linking these initial symptoms, including
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molecular factors, to long-term COVID-19 health consequences
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such as

cognitive dysfunctions.

KEYWORDS

COVID-19, severe COVID-19, anosmia, ageusia, genetic association, quantitative trait,
long-COVID syndrome, cognitive dysfunction

1 Introduction

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) is the virus responsible for causing coronavirus disease
2019 (COVID-19). Among the most common COVID-19
symptoms are fever, cough, fatigue, and anosmia (loss of
smell) with or without ageusia (loss of taste) in mild to
moderate cases (Huang et al., 2020; Aghagoli et al., 2021).

The SARS-CoV-2 virus can lead to neurologic dysfunction
by both direct and indirect mechanisms, including damage to
olfactory sensory neurons, impairing the brain’s olfactory
perception center, and post-viral anosmia. The infection can
also lead to a cytokine storm that can damage the blood-brain
barrier and disrupt the normal functioning of the Central
Nervous System (CNS). Reports of prothrombotic status were
also associated with COVID-19, leading to the obstruction
of cerebral vessels and causing ischemic CNS lesions
(Yazdanpanah et al., 2020; Aghagoli et al., 2021).

Complete or partial loss of smell - leading to a decreased
sense of taste- may be related to olfactory disorders, head
trauma, or viral infections. Although the mechanism of how
viral infection causes anosmia is unclear, it is believed to involve
the destruction of the olfactory neuroepithelium or transmission
of pathogens directly through the olfactory nerve (Whitcroft and
Hummel, 2020; Meng and Pan, 2021).

In patients affected by SARS-CoV-2 in 2020, reports of
anosmia were observed in the acute phase of the disease even
in the absence of other symptoms, thus becoming a hallmark
symptom of COVID-19 (Hopkins et al., 2020; Lechien et al,
2020; Whitcroft and Hummel, 2020; Glezer et al., 2021; Meng
and Pan, 2021). In most cases, the sense of smell recovered in
about two weeks or after other symptoms improved. However, in
some patients, the recovery of smell and taste took longer, a
phenomenon that may be associated with the effect of the virus
on the CNS and warranted further investigation (Hopkins et al.,
20205 Lechien et al., 2020; Glezer et al., 2021). Many patients are
now experiencing long-term health consequences called long-
COVID syndrome. As the pandemic progressed, SARS-CoV-2
variants of concern (VOCs) emerged (Mistry et al., 2021;
Zawilska et al, 2021). These variants have been linked to
higher mortality rates, clinical complications, and increased
viral transmission rates (Choi and Smith, 2021; Raman et al.,
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2021). In addition, variability in COVID-19 symptomatology
was observed with different variants (Pedro et al., 2021).

The Spike protein (S) of SARS-CoV-2 is a viral envelope
glycoprotein responsible for binding to angiotensin-converter
enzyme 2 (ACE2) after its cleavage at sites S1/S2 by type II
transmembrane serine protease (TMPRSS2) (Johnson et al,
2021; Meinhardt et al., 2021). The SARS-CoV-2 virus invades
human cells via the obligatory ACE2 receptor, and TMPRSS2
further facilitates viral uptake. Co-expression of ACE2 and
TMPRSS2 was observed in ciliated epithelial cells,
nasopharyngeal tissue, and on the surface of oligodendrocytes
(Sardu et al., 2020; Martinez-Gomez et al., 2022). The ratio
between ACEl and ACE2 has been implicated in the
pathogenesis of respiratory diseases, and the functional
polymorphisms of these genes have been associated with an
increased risk of lung and cardiovascular diseases. Therefore,
these genes may contribute to COVID-19 outcomes (Choudhary
et al.,, 2020; Galisa et al., 2021; Martinez-Gomez et al., 2022).

The ACEI gene modulates ACE2 expression with increased
levels of angiotensin II. Both are part of the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) (D’ardes et al., 2020; Saad et al,
2021). A 287 bps Alu sequence rs4646994, repeated insertion/
deletion (I/D) (indel) in intron 16, has been described in the
ACEI gene, which leads to an expression modulation of this
gene (Castellon and Hamdi, 2007; de Aratjo et al., 2022). A
recent study has shown that an Alu homozygous deletion (D/
D) is associated with the progression of severe COVID-19 (de
Aratjo et al, 2022). However, studies are still required to
evaluate the role of the genetic polymorphism in COVID-
19 outcomes.

This study investigates the gene expression of potential viral
targets in the olfactory epithelium in nasal swab samples
obtained from 102 hospitalized patients with COVID-19
between April and September 2020. We explore ACEI, ACE2,
and TMPRSS2 expression in these patients and the relationship
of these genes with the onset of symptoms such as anosmia and
ageusia. Information on anosmia and ageusia was collected
through the hospitalized patient’s report. Moreover, we discuss
whether the prevalence of these symptoms months after
infection could lead to neurological problems or cognitive
dysfunction such as short-term memory loss, difficulty
concentrating, mental confusion, and imbalance.
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2 Methods
2.1 Patients

Samples were collected from 102 COVID-19 positive patients
confirmed by qPCR and were admitted to the Eduardo de Menezes
hospital in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, between April and
September 2020, before the appearance of SARS-CoV-2 variants of
concern. Exclusion criteria were cancer, autoimmune diseases, and
pregnancy. Smoking status was also reported. All participants gave
informed consent (CAAE 32224420.3.0000.0008 and CAAE
31462820.3.0000.5149). When patients could not consent due to
hospitalization, informed consent was obtained by a legal guardian.
RT-qPCR confirmed COVID-19 diagnosis. The clinical data of the
patients used in the study was obtained from hospital records.
Patients self-reported anosmia and ageusia. Information about
comorbidities is based on the medical history of each hospitalized
patient. Nasopharyngeal swab samples were collected in a viral
transport medium (DMEM or PBS) and stored at -80°C until
extraction. The collection of biological material was performed on
the first day of hospitalization of the patients.

2.2 Expression analysis

RNA extraction was performed using a Quick-RNA Viral kit
(Zymo Research, CA, USA). Samples were treated with TURBO
DNA-free kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) when GoTaq
SYBR green qPCR assay was employed. cDNA was generated
using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). All above reactions were
conducted following the manufacturer’s instructions. ACEI,
ACE2, TMPRSS2, and B2M (reference gene) gene expression
levels were evaluated using the GoTaq Probe qPCR System
(Promega, WI, USA). The specific probes (Integrated DNA
Technologies, NJ, USA) used and designed for exon-exon
junctions were: Hs.PT.58.19167084, Hs.PT.58.27645939,
HS.PT.58.39738666, and Hs.PT.39a.22214847, respectively.
ACt was calculated by subtracting the cycle threshold (Ct) of
the gene of interest from the reference gene (B2M) Ct.

2.3 Alu287bp polymorphism
(rs4646994) genotyping

For the genotyping of the rs4646994 polymorphism, the
FastStart Universal SYBR Green Master Kit (Promega, WI,
USA) was used to yield a final volume of 20 pL using three
different primers: ’CATCCTTTCTCCCATTTCTC3’ (Primerl,
Forward); 5TGGGATTACAGGCGTGATACAG3’ (Primer 2,
Forward, internal); and 5’ATTTCAGAGCTGGAATAAAA
TT3’ (Primer 3, Reverse). Primer stock was resuspended and
diluted to a working solution of 10 pM. The concentration of
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primers 1 and 3 is 20 pmol, and the concentration of primer 2 is
40 pmol. The generated fragment sizes were 65bp (Insertion)
and 84bp (deletion) and visualized on a 3% agarose gel. Ten
percent of the sample was randomly genotyped twice to attest to
the genotyping quality. The agreement level was 100%.

2.4 Statistical analysis

All analyses of this study were performed in R version 4.0.2,
considering a significance level of 0.05. The verification of the
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was performed using the
SNPassoc package. Allelic and genotypic frequency calculations
were performed. Logistic regression models were generated to
estimate the individual effects of the variables age, sex,
RS4646994 polymorphism, and gene expression levels for the
Anosmia and Ageusia outcomes.

A logistic regression model was generated to investigate
association between clinical and molecular data. We used Ct
data of the N gene of SARS-CoV-2 to evaluate whether there was
a difference between the viral loads of patients with COVID-19
experiencing anosmia and ageusia vs. those without anosmia
and ageusia. Ct values from RNase P (Ribonuclease P) were used
for normalization. The results were reported in Table 2 as mean,
standard deviation (sd), odds ratio (OR), and confidence
interval (CI).

3 Results

Only one patient did not require respiratory support. There
were 54 women and 48 men, and the mean duration of
hospitalization was 10.2 + 6.5 days. The death rate was 13.7%,
and the mean age of these patients was 55.11 + 4.6 years. About
25% of patients had diabetes, 55.9% were hypertensive, 13.7%
had asthma, and 20.6% were smokers (Table 1).

Hardy Weinberg equilibrium (HWE) analysis was
performed separately for case and control groups for the
frequency of the Alu287bp polymorphism. Anosmia and
Ageusia were tested. Both cases were in HWE for the outcome
of anosmia and ageusia (p=0.624 and p=0.219, respectively).
However, controls for anosmia and ageusia were out of HWE
(p=0.021 and p=0.028, respectively). Two individuals could not
have their genotypes evaluated (Table 2).

No difference was observed when the variables age and sex
were tested in the logistic model for anosmia. Similarly, there
were no differences in ACEI gene expression in the anosmia.
No association was observed between the manifestation of
anosmia and the ACE2 and TMPRSS2 expression levels
(p=0.063 and p=0.068, respectively) (Table 3). No association
was observed for the Alu287bp polymorphism, testing the
codominance, D allele dominance, and I allele dominance
models (Table 3).
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TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of the study
sample (n = 102).

Characteristics Value
Age, mean (sd) 55.1 (14.6)
Hospitalization days, mean (sd) 10.2 (6.5)

Female Sex, N (%)
Death, N (%)
Anosmia, N (%)
Ageusia, N (%)

54 (52.9%)
14 (13.7%)
18 (17.6%)
10 (9.8%)
101 (99%)
26 (25.5%)

Respiratory support, N (%)
Diabetes, N (%)

Obesity N (%) 28 (27.7%)
Smoking N (%) 21 (20.6%)
Hypertension N (%) 57 (55.9%)
Asthma N (%) 14 (13.7%)

sd, standard deviation; No, number; clinical and demographic data from a sample of
Covid-19 positive patients admitted to the Eduardo de Menezes hospital, Belo Horizonte,
MG. Age, sex, hospitalization days, death and main symptoms.

Age and sex were also not significant when tested in the
logistic model for ageusia. There was no difference in ACEI gene
expression in the ageusia. An association was observed between
decreased ACE?2 expression levels and ageusia (OR:1.35; 95%CI:
1.09-1.77). No association for manifestation of ageusia was
detected with low TMPRSS2 gene expression levels (p=0.074)
(Table 3). No association was observed for the Alu287bp
polymorphism, testing the codominance, D allele dominance,
and I allele dominance models (Table 3).

No differences were observed for viral load between patients
with anosmia and ageusia and the respective controls (p=0.395
and p=0.931, respectively).

4 Discussion

Herein, we evaluated the association of ACEI, ACE2, and
TMPRSS2 expression with the presence of anosmia and/or
ageusia. There was a negative correlation between ACE2 and

10.3389/fcimb.2022.905757
99

ageusia in a sample of hospitalized COVID-19 positive patients.
Furthermore, no association was observed between expression of
ACEI and TMPRSS2 and the manifestation of ageusia. No
association was observed for the three genes and anosmia. In
addition, no association was found for the ALU287pb
polymorphism with the presence of anosmia and/or ageusia,

ACE2 and TMPRSS2 actively participate in the SARS-Cov-2
infectious process. Some studies have already demonstrated the
association of differentiated levels of expression of these genes in
the prognosis of COVID-19 (Sardu et al., 2020). For example,
the ACE2/TMPRSS2 ratio was associated with the need for
respiratory support (Rossi et al., 2021). Although high ACE2
and TMPRSS2 expression levels are associated with a severe
prognosis of COVID-19, in this study, we evaluated specific
clinical symptoms of the disease. Anosmia and ageusia have
been observed more frequently in patients with a mild outcome
and lower frequency in those with severe disease (Lechien et al,
20205 Aghagoli et al., 2021). The sample used in this study was
obtained from patients hospitalized with severe clinical
symptoms. In these samples, we found that low ACE2 gene
expression levels correlated with ageusia.

In addition, both genes are highly expressed on the surface of
oligodendrocytes, which could explain the proliferation of the
virus in nerve tissue cells and subsequent neurological damage
and sequelae. ACE2 is abundantly expressed in the respiratory
epithelium and in cells of the oral mucosa tissue, mainly in
epithelial cells of the oral mucosa, lips, and tongue, these sites
being more susceptible to SARS-CoV-2 invasion compared to
other oral anatomical sites, and direct damage to the oral
epithelium and the neuroinvasive nature of the virus can lead
to taste disturbances (Zhong et al., 2020; Farid et al., 2022). Thus,
ACE2 and TMPRSS?2 expression may be key factors in unveiling
neurocognitive consequences of long-COVID-19 syndrome
(Huang et al., 2020; Aghagoli et al., 2021).

In animal models, the SARS-CoV-2 virus down-regulates
ACE2 expression leading to an imbalance in the ACEI/ACE2
cerebrovascular control, resulting in an ACE1 signal mismatch,
excessive vasoconstriction, or brain autoregulation disorders

TABLE 2 Genotypic and allelic absolute values for the rs4646994 polymorphism.

Sample

n DD DI
Anosmia case 18 5 11
Anosmia control 82 35 29
Ageusia case 10 3 7
Ageusia control 90 37 33

Genotype p value
II D I
2 21 15 0.624
18 99 65 0.021
0 13 7 0219
20 107 73 0.028

Genotypic and allelic absolute values for the rs4646994 polymorphism for case and control groups in two studies: Chance of anosmia and ageusia. Hardy Weinberg equilibrium performed

for case and control separately. Yes: case; No: control.
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TABLE 3 Logistic regression model for anosmia and ageusia outcomes.

Outcome Variable Case Control p value OR CI (95%)
N mean (sd) or % N mean (sd) or %

Anosmia Age 18 55.44 (10.33) 84 54.04 (15.43) 0.916 -
ACEI ACT 7 11.17 (5.25) 75 10.77 (3.85) 0.835 -
ACE2 ACT 9 15.09 (5.82) 79 13.59 (4.75) 0.063
TMPRSS2 ACT 9 13.11 (4.99) 79 8.17 (4.59) 0.068
Sex (Male) 7 0.39 41 0.49 0.446
rs4646994 Codominance DD 5 0.27 35 0.43 - -
rs4646994 Codominance DI 11 0.61 29 0.35 0.101 -
rs4646994 Codominance II 2 0.12 18 0.22 0.777 -
rs4646994 1 allele dominance (DI + II) 13 0.73 47 0.57 0.248 -
rs4646994 D allele dominance (DD + DI) 16 0.88 64 0.78 0.308 -

Ageusia Age 10 54.80 (9.41) 92 55.15 (15.11) 0.942
ACEI ACT 7 11.14 (6.09) 75 10.81 (3.83) 0.788
ACE2 ACT 9 17.16 (4.41) 79 13.37 (4.93) 0.012 1.35 (1.098-1.775)
TMPRSS2 ACT 9 13.63 (5.63) 79 8.58 (4.67) 0.074
Sex (Male) 4 0.4 44 0.48 0.639 -
rs4646994 Codominance DD 3 0.3 37 0.41 - -
rs4646994 Codominance DI 7 0.7 33 0.37 0.188 -
rs4646994 Codominance II 0 0 20 0.22 0.994 -
154646994 1 allele dominance (DI + II) 7 0.7 53 0.59 0.5 -
rs4646994 D allele dominance (DD + DI) 10 1 70 0.78 0.991 -

sd, standard deviation; OR, Odds ratio; CI, confidence interval; ACT, cycle threshold rate; exploring the variables age, sex rs4646994 polymorphism and ACE1, ACE2 and TMPRSS2 genes
expression levels for the presence (yes/case) or absence (no/control) of anosmia or ageusia. The variable “DD +DI” corresponds to the dominance of the D allele and the variable “DI +1I”

corresponds to the dominance of the I allele.

(Aghagoli et al., 2021). A recent meta-analysis showed that the
287bp deletion in the ACEI gene is associated with the prognosis
of severe COVID-19 (de Araujo et al., 2022). Nonetheless, the
authors have not evaluated long-term health disorders yet. In
this study, age and sex did not correlate with onset of anosmia
and ageusia. However, age and sex remain important variables in
the prognosis of COVID-19. Several studies have shown higher
frequencies of disease severity and death in elderly individuals
(Izcovich et al., 2020; Izurieta et al., 2020). Sex has also been a
factor in COVID-19 prognosis and mortality, mainly affecting
male individuals (Ghamrawi and Gunaratne, 2020; Izurieta et al.,
2020). A prospective observational cohort study of COVID-19
analyzed 4,182 individuals who self-reported their symptoms in
the “COVID Symptom Study app”- a mobile health app
developed by Zoe Global (Sudre et al, 2021). In the study,
those with long-term COVID were mostly individuals over 70
and more likely to be female.

Currently, evidence indicates that SARS-CoV-2 does not
affect only the respiratory tract but also the CNS, which has
resulted in symptoms such as anosmia, ageusia, headache,
fatigue, nausea, vomiting, acute cerebrovascular disease, and
altered consciousness (Conde Cardona et al, 2020; Huang
et al., 2020; Meinhardt et al, 2021). Anosmia rates are lower
among patients infected by the Gamma and Omicron strains
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than the original strain. Besides that, no differences were
observed between the original strain and the Delta variant
(Cardoso et al., 2022).

Here we started to raise the hypothesis and discuss whether
there is a bridge linking initial symptoms, such as anosmia and
ageusia, modulation of molecular factors expression, to long-
COVID, which is the long-term COVID-19 health consequences
experienced by an increasing number of patients. There are five
types of specialized cells in the olfactory epithelium, namely the
sustentacular cells, basal cells, microvillar cells, the olfactory
sensory neurons (OSNs), and the ductal cells of Bowman’s
glands (Riel et al, 2015; Ahmed et al., 2022). The expression
of the input factors of SARS-CoV-2 in the olfactory epithelium,
resulting in loss of OSNs, may lead to anosmia. Smell and taste
disorders are related to our general and mental health and can be
early indicators of CNS compromises (Brechbiihl et al., 2021;
Glezer et al., 2021).

A study investigating viral entry sites and sensory symptoms
in mice found that the virus can target chemosensory cells of the
gustatory and olfactory systems (Brechbiihl et al., 2021).
Although the direct action of the virus on these cells is not
fully elucidated, mechanisms of cytopathic destruction impact
sense of smell and taste, and this impairment could directly
contribute to anosmia and ageusia in the long term (Cazzolla
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et al., 2020; Brechbiihl et al., 2021; Muus et al., 2021). Herein, we
have not observed differences in viral load between patients with
anosmia and ageusia and the respective controls, suggesting that
other mechanisms or factors may be involved in developing
long-COVID syndrome.

There are several symptoms related to COVID-associated
cognitive impairment, which are persistent and worsen the
quality of life of COVID-19 survivors (Becker, 2021; Nasserie
etal., 2021). Long-COVID syndrome is associated with impaired
concentration, information processing, memory, executive
functioning, anxiety, depression, panic syndrome, sleep
disorder, and fatigue. COVID-dependent cognitive
impairments contribute substantially to reduced global
functioning. Long-COVID syndrome has been described to
typically last up to 6 to 12 months but can last indefinitely in
some individuals (Orru et al.,, 2021; Titze-de-Almeida
et al., 2022).

In a study (de Paula et al., 2022) performed with 195
individuals with mild COVID-19, 26% had a visuoconstructive
deficiency, a typical early manifestation of Alzheimer’s disease.
There was also increased expression of 11 plasma biomarkers,
including chemokines and growth factors. These biomarkers
showed a strong positive correlation with the degree of cognitive
impairment. The disability has persisted for up to a year after
diagnosis. People who had mild COVID-19 and were not
hospitalized in the two to ten months before enrollment, and
without comorbidities were included. Most of the volunteers are
health professionals who work in the hospital region and learned
about the study through advertisements made by the
institutions. The mean age of the cohort was 38 years (de
Paula et al., 2022).

A group from England recently published a robust study
involving 785 participants (aged 51-81) with COVID (Douaud
et al., 2022), including patients with only mild COVID-19
symptoms. Limbic brain imaging was obtained twice and
compared to 384 non-infected controls. They identified a
consistent spatial pattern of longitudinal anomalies in limbic
brain regions forming a mainly olfactory network, including a
greater reduction in global brain size.

The authors hypothesized that the results could represent
the hallmarks of the degenerative spread of the disease via
olfactory pathways, neuroinflammatory events, or loss of
sensory input due to anosmia and suggested longer follow-up
periods to evaluate these effects. Brain atrophy (due to the loss of
input received from the nose) is the only plausible explanation
for linking anosmia symptoms in COVID-19 to brain/cognitive
symptoms seen in long-COVID Syndrome (Marshall, 2022).

Our group hypothesized that, in addition to viral entry into
cells in the CNS, there are signaling pathways activated during
the COVID-19 that disrupt the brain homeostasis, thereby
leading to long term neurocognitive consequences. As such,
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anosmia and ageusia could be the early events heralding the
neurocognitive changes of long-COVID-19 syndrome. A better
understanding of anosmia and ageusia may improve our
knowledge of long-lasting cognitive disorders, including long-
COVID-19. Future studies will investigate the relative expression
of key olfactory and sustentacular cell marker genes in samples
collected from post-COVID-19 patients (six months to one year
after contracting COVID-19) with or without anosmia and/or
ageusia, using neuropsychological tests (de Paula et al., 2022).

To the best of our knowledge, this is the first study utilizing
gene expression in nasopharyngeal swab samples of COVID-19
patients to identify expression differences associated with
anosmia and ageusia. Future directions include testing a
higher number of putative target genes with longer symptom
follow-up to obtain better associations between expression
differences and long-COVID-19 symptoms and duration. A
better understanding of the genes modulated in association
with initial anosmia and ageusia may bright light on the
signaling pathway alterations that are associated with
neurologic symptoms of COVID-19 and the development of
long-COVID-19 syndrome and lay the groundwork for
pharmacologic therapies that interfere with pathologic
signaling changes.
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