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RESUMO

OBJETIVO

COVID-19 é uma doença sistêmica que afeta múltiplos órgãos, além do sistema respiratório. Embora os sintomas neurossenso-
riais, incluindo anosmia e ageusia, tenham sido frequentemente associados a formas mais leves de infecção por SARS-CoV-2, o
mecanismo patogênico e sua relação com a imunomodulação oromucosa permanecem pouco conhecidos. Portanto, o objetivo
principal deste estudo piloto foi fornecer algumas evidências sobre o padrão de citocinas na mucosa das vias aéreas superiores
em pacientes com COVID-19 com e sem anosmia e / ou ageusia.

MÉTODOS

Amostras de swabs nasofaríngeos / orofaríngeos foram obtidas de 12 pacientes com diagnóstico de COVID-19. Os pacientes foram
separados em dois grupos: com anosmia e / ou ageusia (A / A, n = 4) e um grupo controle com pacientes sem anosmia e / ou
ageusia (NA / A, n = 8).

RESULTADOS
A concentração de citocinas na mucosa foi determinada por ELISA. Os níveis de IFN-γ, IL-6 e IL-10 na mucosa das vias aéreas
superiores foram semelhantes entre os grupos. Além disso, não foram encontradas diferenças significativas na proporção de IFN-γ
/ IL-6, IFN-γ / IL-10 e IL-10 / IL-6 entre os dois grupos. No entanto, usando o coeficiente de correlação de Pearson encontramos
correlações positivas significativas entre IL-6 e IFN-γ, IL-10 e IFN-γ, e também IL-10 e IL-6 no grupo controle (NA / A), enquanto
a correlação negativa significativa entre IL-10 e IFN-γ foi encontrada no grupo A / A.

CONCLUSÕES
Nossos resultados sugerem que pacientes com formas leves de COVID-19, apresentando anosmia e / ou ageusia, apresentam al-
teração da resposta imune da mucosa das vias aéreas superiores.
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INTRODUÇÃO

Em dezembro de 2019, o Coronavírus 2 da Síndrome Respi-
ratória Aguda Grave (SARS-CoV-2), um novo coronavírus, sur-
giu na China, associado a grupos relatados de pacientes com
pneumonia na cidade de Wuhan, província de Hubei1. A doença
coronavírus 2019 (COVID-19) se espalhou globalmente, tornan-
do-se a primeira pandemia global causada por um coronavírus.
Em 07 de setembro de 2020, COVID-19 afetou quase todos os
países e regiões, com 27.500.000 casos confirmados e 895.000
mortes, representando uma das mais graves e desafiadoras cri-
ses de saúde pública enfrentadas por esta geração1,2.

É amplamente aceito que a COVID-19 é uma doença sistêmi-
ca que afeta múltiplos órgãos e sistemas, além do sistema
respiratório. Nesse contexto, disfunção olfatória e gustativa,
incluindo anosmia e disgeusia, foram considerados sintomas
comuns, isolados ou com outras manifestações, fortemente
associados ao COVID-19. A análise encontrou uma taxa signif-
icativamente maior de disfunção olfatória usando avaliações
quantitativas em comparação com a perda de olfato auto-re-
latada3. Curiosamente, estudos preliminares descobriram que
a anosmia relacionada ao COVID-19 estava associada a formas
mais leves da doença4-6.

Com base no estudo de Lechien et al.7, entre 417 pacientes
com COVID-19 que apresentavam manifestações não graves da
doença, 86% tinham perda ou diminuição evidente do olfato e
88% tinham alterações do paladar. Além disso, os mesmos au-
tores também relataram que esses dois distúrbios ocorreram,
de forma geral, concomitantemente com os sintomas clínicos
mais comuns observados nos pacientes com COVID-19 (perda
de apetite, tosse, febre e dores musculares), também assim
como os sintomas otorrinolaringológicos (nariz entupido e dor
facial) também característicos da infecção por SARS-CoV-25.
Vale ressaltar também que foi demonstrado que alguns paci-
entes apresentaram a ocorrência de anosmia e ageusia antes
(12% dos casos) ou após (23% dos casos) o aparecimento de
outros sintomas e que quase metade dos pacientes se recuper-
ou seu olfato dentro de duas semanas após o desaparecimento
de outros sintomas7, 8.

Embora a patogênese por trás da disfunção olfatória per-
maneça obscura, é plausível que o SARS-CoV-2 apresente
comportamento semelhante a outros vírus respiratórios, des-
encadeando uma resposta imune inata nas vias aéreas supe-
riores, que inclui a produção e liberação de imunoglobulina
A secretora e também de citocinas. Nesse sentido, diferentes
padrões de citocinas, que estão relacionados a respostas imun-
es distintas, como Th1, Th2 e Th17, podem ser desencadeados
por infecções respiratórias, a fim de gerar imunidade mucosa
eficiente contra esses patógenos 9-13. Portanto, a possibili-
dade de determinar um padrão de citocinas preditivo de des-
fechos graves, bem como de identificar uma definição especí-
fica do tipo de resposta imune desencadeada pelas diferentes
infecções virais respiratórias, pode ter implicações significati-
vas no manejo clínico dos pacientes.

Nesse contexto, o melhor entendimento da modulação das
citocinas, tanto pró-inflamatórias quanto antiinflamatórias,
presentes na mucosa das vias aéreas superiores de pacientes
com COVID-19 também parece ser de suma importância. Até
onde sabemos, são muito escassos os dados que mostram na

literatura o padrão de citocinas na mucosa das vias aéreas su-
periores de pacientes com COVID-19 com disfunção olfatória,
incluindo anosmia e / ou ageusia. Portanto, o objetivo princi-
pal deste estudo piloto foi fornecer algumas evidências sobre
o padrão de citocinas na mucosa das vias aéreas superiores
entre pacientes com COVID-19 com ou não anosmia e / ou
ageusia.

MÉTODOS

Assuntos do estudo

O presente estudo foi realizado com amostras para o teste
RT-PCR SARS-CoV-2 coletadas por swab nasofaríngeo ou oro-
faríngeo em um dos três hospitais da cidade de São Paulo: 1.
Hospital Universitário (HU-USP); 2. Hospital da Santa Casa de
São Paulo (HSCM); 3. Hospital Municipal Infantil Menino Je-
sus (HMIMJ). As amostras de swabs de nasofaringe / orofar-
inge foram obtidas em até 5 dias após o início dos sintomas e
foram mantidas em tampão conservador durante o transporte
da amostra até o laboratório. Todos os pacientes foram classi-
ficados como casos leves e com base na presença de anosmia
e / ou ageusia foram divididos em dois grupos: o grupo de
pacientes com anosmia e / ou ageusia (A / A, n = 4), e o grupo
controle com pacientes sem anosmia e / ou ageusia (NA / A, n
= 8). A definição da ocorrência de anosmia e / ou ageusia foi
baseada na avaliação clínica dos pacientes que relataram a
perda do olfato e / ou paladar. As características demográficas
e clínicas são apresentadas na Tabela 1.

Todos os sujeitos inscritos neste estudo assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado
pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de São Pau-
lo e pelo Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (número CAAE:
36011220.0.0000.0081). É importante destacar que tanto o es-
tudo como todos os experimentos foram realizados de acordo
com a Declaração de Helsinque.

Tabela 1. Características demográficas e clínicas apresentadas pelos
pacientes do COVID-19 com anosmia e / ou ageusia (A / A) e o grupo controle

(NA / A). O nível de significância foi estabelecido em 5% (* p <0,05).

#
nú

m
er

o
de

in
di

ví
du

os
.

N
s:

nã
o-

si
gn

if
ic

at
iv

o.
A/

AG
:

gr
up

o
de

pa
ci

en
te

s
CO

-
VI

D-
19

co
m

as
no

m
ia

e/
ou

ag
eu

si
a.

N
A/

AG
:

G
ru

po
de

co
nt

ro
le

de
pa

ci
en

te
s

CO
VI

D-
19

(s
em

an
os

m
ia

e/
ou

ag
eu

si
a)

mailto:nopenido@terra.com.br


Brazilian Journal of Global Health 2020; 01:01 8

Extração de RNA e determinação de infeccão viral por qRT-PCR

Os ácidos nucléicos totais foram extraídos na plataforma NU-
CLISENS® easyMag (bioMérieux, Massachusetts, EUA) e a PCR em
tempo real para 15 vírus sazonais e Sars.CoV-2 foi realizada na
máquina de PCR em tempo real ABI 7500, utilizando o AgPath-ID
Kit master mix RT-PCR de uma etapa (ambos Applied Biosystems
Inc., EUA). Todos os extratos foram testados para o gene RNase
P humano por RT-PCR para confirmar a qualidade da amostra. Os
protocolos usados para SARS-CoV-214, Vírus Sincicial Respiratório
(RSV-A e -B), Metapneumovírus Humano (hMPV), Vírus Influenza
(Flu-A e -B), Vírus Parainfluenza (hPIV-1, -2, - 3 e -4), Rinovírus
(RV), Enterovírus (EV), pan-Adenovírus (AdV) e Coronavírus sazon-
al no Brasil (CoV-229E, -OC43, -NL63, -HKU1) foi publicado ante-
riormente15-17. Selecionamos amostras positivas para SARS.CoV-2
sem coinfecções com outro vírus testado.

Determinação de citocinas

As concentrações de citocinas foram determinadas nas amostras
de esfregaço oro / nasofaríngeo pelo teste de ELISA. Os biomar-
cadores foram: interferon (IFN) -γ (PeproTech, NJ, EUA), interleu-
cina (IL) -6 e IL-10 (Invitrogen da Thermo Fisher Scientific, Viena,
Áustria), seguindo as instruções do fabricante. A concentração
dessas citocinas foi calculada por meio de curvas padrão apropria-
das, que mostraram a faixa de coeficientes de correlação de 0,95
a 0,99, além dos coeficientes de variância intraensaio entre 3–5%
e coeficientes de variância interensaio entre 8–10%. Além disso, o
limite inferior de detecção para cada citocina foi calculado com-
parando-se com o valor de referência fornecido pelo fabricante
do kit acima de 2,5 desvios-padrão desses valores. Após realizada
a determinação de cada citocina, seus valores de concentração
foram normalizados pela concentração de proteína total determi-
nada pelo método de Bradford18.

Análise estatística

Os dados obtidos neste estudo foram inicialmente testados con-
tra a hipótese de normalidade pelo procedimento de teste de Sha-
piro-Wilk. A variável idade é apresentada por meio de valores de
média e desvio padrão. As diferenças entre as concentrações de
citocinas encontradas nos grupos de pacientes foram analisadas
pelo teste t de Student e o coeficiente de correlação produto-mo-
mento de Pearson foi aplicado às medidas de teste da relação es-
tatística entre eles. O número absoluto e a proporção de gênero,
bem como os sintomas clínicos, foram analisados pelo teste Exato
de Fisher, com correção post-hoc de Bonferroni. A significância
estatística adotada foi ao nível de 5,0% (p≤0,05), com análises
estatísticas realizadas pelo software GraphPad Prism 8.1.2.

RESULTADOS

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, tanto a média
de idade quanto a proporção de mulheres e homens em cada gru-
po foram comparáveis.

Níveis semelhantes de IFN-γ (Figura 1A), IL-6 (Figura 1B) e IL-10
(Figura 1C) foram encontrados em ambos os grupos.

Conforme mostrado na Figura 2, não foram encontradas dif-
erenças significativas na proporção das três citocinas avaliadas
neste estudo (Figura 2A - IFN-g / IL-6, Figura 2B - IFN-g / IL-10 e
Figura 2C - IL -10 / IL-6) em ambos os grupos.

Com o objetivo de melhorar o entendimento de como essas ci-
tocinas podem impactar a ocorrência de anosmia e ageusia em
pacientes com COVID-19, realizamos a análise de correlação
pelo método do coeficiente de correlação de Pearson. Conforme
mostrado na Figura 3, enquanto o grupo controle de pacientes
sem anosmia e / ou ageusia (grupo NA / A) apresentou correlações
positivas significativas entre IL-6 e IFN-γ (Figura 3A), Il-10 e IFN-γ

(Figura 3C), e também entre IL-10 e IL-6 (Figura 3E), o grupo de
pacientes com anosmia e / ou ageusia (grupo A / A) apresentou
correlação negativa significativa entre os níveis de IL-10 e IFN-γ
(Figura 3B). Não foram encontradas correlações significativas en-
tre os níveis de IL-10 e IFN-γ (Figura 3D) e entre IL-10 e IL-6 (Figura
3F) no grupo A / A.

Figura 1. Comparação dos níveis de IFN-γ (A), interleucina (IL) -6 (B) e IL-10
(C) entre pacientes COVID-19 com anosmia e / ou ageusia (A / A) e o grupo
controle (NA / A). Os valores são apresentados em média e desvio padrão. O

nível de significância foi estabelecido em 5% (p <0,05).

Figura 2. Comparação da razão de IFN-γ / IL-6 (A), IFN-γ / IL-10 (B) e IL-10 /
IL-6 (C) entre pacientes COVID-19 com anosmia e / ou ageusia (A / A) e o grupo
controle (NA / A). Os valores são apresentados em média e desvio padrão (DP).

O nível de significância foi estabelecido em 5% (p <0,05).

Figura 3. Coeficiente de correlação de Pearson (rho) entre os níveis de IFN-γ e
IL-10 (A e B), IFN-γ e IL-6 (C e D), e também entre IL-10 e IL- 6 (E e F) no grupo
de pacientes com COVID-19 com anosmia e / ou ageusia (A / A) e no grupo con-

trole (NA / A). O nível de significância foi estabelecido em 5% (p <0,05).

DISCUSSÃO

Neste estudo, pudemos demonstrar que os pacientes com 
COVID-19 que apresentaram anosmia e ageusia apresentaram
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alteração significativa no padrão de citocinas da mucosa das
vias aéreas superiores, principalmente no que se refere à cor-
relação entre IFN-γ e IL-10. Nesse sentido, esses pacientes
apresentaram correlação negativa significativa, em oposição
à correlação positiva encontrada nos pacientes com anosmia
não-presente e ageusia da COVID-19.

Com base em relatos clínicos, uma alta proporção de paci-
entes com infecção por SARS-CoV-2 apresentou disfunções ol-
fatórias e gustativas, de forma semelhante ao que foi relatado 
anteriormente entre pacientes com outras infecções por coro-
navírus5, 19, 20. Também foi destacado que a ocorrência de anos-

mia e ageusia em pacientes com COVID-19 não está relaciona-
da a sintomas nasais ou de rinite5. Esses achados sugerem que 
o SARS-CoV-2 pode induzir dano direto aos neurônios sensoriais 
olfatórios e gustativos5, 20. Além disso, o a observação de que 
a recuperação da anosmia relacionada ao COVID, de maneira 
geral, ocorre ao longo de semanas pode sugerir um padrão es-
pecífico de infecção por SARS-CoV-2, uma vez que a recuper-
ação da anosmia pós-viral típica ocorre ao longo dos meses20. 
Ressalta-se que a frequência de perda olfatória em pacientes 
com COVD-19 é maior do que em pacientes com influenza21, 22. 

Embora o mecanismo desencadeado pelo SARS-CoV-2 para 
induzir distúrbios nos neurônios sensoriais olfatórios e gusta-
tivos não seja totalmente compreendido, um estudo recente 
desenvolvido por Brann e colegas20 mostrou resultados que po-
dem “lançar luz” no desenvolvimento de estudos futuros. Eles 
foram capazes de demonstrar que diferentes tipos de células 
não neuronais, como células de suporte, células-tronco e célu-
las perivasculares, tanto no epitélio olfatório quanto no bulbo 
olfatório, expressam o conhecido receptor usado pelo SARS-
CoV-2 para entrar no as células, o receptor ACE2. Assim, esses 
autores sugerem que o SARS-CoV-2 pode infectar esses tipos de 

células não neuronais na área olfatória e esse fato pode estar 
intimamente relacionado à indução de anosmia em pacientes
com COVID-1920.

Associado a este cenário, admite-se que várias infecções vi-
rais (incluindo coronavírus) são capazes de desencadear uma
resposta inflamatória local, que pode estar envolvida na al-
teração transitória da percepção olfatória20. Particularmente
em termos de infecção por SARS-CoV, Netland et al23 demon-
straram que camundongos infectados por esse tipo de vírus
apresentavam morte neuronal proeminente. Curiosamente,
esses autores não observaram nenhum infiltrado inflamatório
neuronal e postularam que a morte neuronal por infecção por
SARS-CoV foi devido a uma tempestade local de citocinas, es-
pecialmente por IL-623.

Embora tenha sido relatada a ocorrência de uma “tempesta-
de de citocinas” sistêmica significativa em pacientes com
COVID-19 com sintomas graves, é muito importante ressaltar
que, com base na literatura, a avaliação sistêmica de citoci-
nas não reflete necessariamente a concentração de citocinas
observada no sistema nervoso central (SNC)24-26 ou na mucosa
das vias aéreas superiores27, 28.

Apesar do papel da anosmia e ageusia indutoras de in-
flamação em pacientes com COVID-19 ainda estar em debate,
os dados apresentados acima podem apoiar a hipótese de que
a infecção primária de tipos de células neuronais e / ou dif-
erentes não neuronais por um coronavírus (SARS-CoV e SARS-
CoV-2) pode desencadear uma resposta inflamatória local e,
tanto os níveis de citocinas quanto seu padrão, podem afetar
supostamente a função dos neurônios sensoriais olfatórios e
gustativos20, 21, 23

A melhor prova para tal proposição é que as infecções respi-
ratórias podem eliciar diferentes respostas imunes com o ob-
jetivo de gerar uma imunidade protetora13.

Em relação ao papel das citocinas na mucosa das vias aéreas
superiores, nosso grupo relatou que a maior expressão local
de IL-6, uma citocina pró-inflamatória, estava associada à

ocorrência de diferentes sintomas nas vias aéreas superiores28.
Além disso, também relatamos que a A presença de IL-10, uma
citocina antiinflamatória clássica, na mucosa das vias aéreas
superiores foi capaz de modular a liberação de IL-6 e, dessa
forma, inibir a manifestação de sintomas nas vias aéreas su-
periores28,29. Mesmo assim, os níveis de IL-6 e IL-10 não foram
diferentes entre os grupos com e sem anosmia e / ou ageusia,
os resultados da relação IL-10 / IL-6 mostraram que todos os
pacientes em ambos os grupos foram capazes de liberar mais
IL-10 do que a IL-6, que poderia ajudar a modular a resposta
inflamatória da mucosa, a fim de evitar uma resposta pró-in-
flamatória desequilibrada entre essas citocinas em pacientes
com COVID-19 leve. Corroborando essa observação de que uma
resposta inflamatória controlada estava presente na mucosa
das vias aéreas superiores, os pacientes do grupo sem anosmia
e / ou ageusia apresentaram correlação positiva entre os níveis
de IL-10 e IL-6. No entanto, no grupo com essas disfunções ol-
fatórias não foi observada correlação, e essa resposta imune
local desregulada pode ter impactado no desenvolvimento de
anosmia e ageusia.

Além dessas citocinas, também avaliamos os níveis de in-
terferon tipo II (IFN-γ) na mucosa das vias aéreas superiores, 
uma vez que foi relatado que os níveis desta citocina aumen-
taram após infecções causadas por outro coronavírus zoonóti-
co, MERS-CoV e SARS -CoV30. É bem conhecido que o interferon 
é uma citocina clássica associada ao perfil de resposta imune 

Th1 e também que está intimamente envolvida na resposta 
imune contra infecções virais devido à sua forte capacidade 
de interferir na replicação do vírus, incluindo coronavírus30-32. 

Em relação aos níveis de IFN-γ, de forma semelhante ao ob-
servado para IL-6 e IL-10, não foram encontradas diferenças 
nos seus níveis, bem como na relação entre os níveis de IFN-γ 
e IL-6 ou IL- 10 No entanto, é importante ressaltar que os da-
dos relacionados à razão entre as citocinas mostraram que os 
níveis de IFN-γ foram maiores do que as outras duas citocinas, 
indicando que a infecção por SARS-CoV-2 desencadeou uma 
resposta imune Th1 na mucosa de vias aéreas superiores, o que 
pode ser útil para minimizar a gravidade da COVID-19 nesses 

pacientes. Além disso, é importante destacar que a análise de 
correlação entre IFN-γ e IL-6 ou IL-10 apresentou resultados 
muito interessantes nos dois grupos, principalmente no que se 
refere aos níveis de IL-10 e IFN-γ. Nesse sentido, foi observada 
correlação negativa significativa entre os níveis de IFN-γ e IL-
10 no grupo de pacientes com disfunção olfatória. Em con-
junto, esses achados nos permitem sugerir que a ocorrência 
de anosmia e ageusia pode ser influenciada por um padrão

desregulado de modulação inflamatória.
Apesar de uma limitação deste estudo ser o pequeno número

de pacientes com disfunção olfatória incluídos na análise e,
consequentemente, a conclusão estatística pode gerar alguma
incerteza, nossos resultados podem lançar luz sobre a possibil-
idade da ocorrência desses desfechos no COVID -19 pacientes.
Este estudo piloto não é prejudicado pelos resultados estatísti-
cos nem pelo erro do tipo II adotado para tal, subestimando
a conclusão sobre o perfil de citocinas33. De acordo com isso,
embora possa haver incertezas, as correlações significativas
verificadas entre os níveis de IFN- γ e IL-10 no grupo de paci-
entes podem supostamente mitigar essa desvantagem.

Além disso, é fundamental esclarecer que, de acordo com
a literatura, níveis sistêmicos mais elevados de IL-6 e IFN-γ
estão relacionados ao desenvolvimento do estado hiperin-
flamatório denominado “tempestade de citocinas”, que pode
ser encontrado principalmente em pacientes com quadros
graves COVID-19, assim como em crianças com a síndrome in-
flamatória multissistêmica (MIS-C)34, 35 recentemente descrita.
No entanto, estudos que objetivaram avaliar não apenas os
níveis dessas citocinas pró-inflamatórias na mucosa das vias
aéreas superiores, mas também suas consequências em paci-
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entes com COVID-19 são muito escassas na literatura. Portan-
to, os resultados apresentados neste estudo podem aprimorar
o conhecimento sobre o COVID-19, principalmente ao apontar
alguns aspectos relevantes da resposta imune da mucosa das
vias aéreas superiores induzida pela infecção pelo SARS-CoV-2.
Além disso, também pode levar outros pesquisadores a desen-
volver estudos enfocando as respostas imunes da mucosa em
pacientes com COVID-19 que apresentam anosmia e ageusia.

Em conclusão, pudemos mostrar que pacientes com
COVID-19 leve apresentando anosmia e ageusia apresentam
resposta imune da mucosa das vias aéreas superiores alterada
em comparação ao grupo controle de pacientes com COVID-19
sem disfunção olfatória. Novos estudos, incluindo um número
maior de pacientes de diferentes faixas etárias, devem ser re-
alizados para reproduzir nossos achados preliminares, a fim de
avaliar se esse cenário desregulado está associado à ocorrên- cia
de anosmia e ageusia em pacientes com COVID-19.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a todos os voluntários do estudo e
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