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.  RESUMO

EFEITOS DO TREINAMENTO OLFATORIO E DO ACIDO ALFA-LIPOICO NA PERDA
DE OLFATO POS-COVID-19: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO. A perda de
olfato é uma reconhecida e desafiadora disfuncdo apresentada por pacientes acometidos por
COVID-19. Objetivos: Avaliar o efeito do &cido alfa-lipoico como adjuvante do treinamento
olfatorio na recuperacgéo da perda de olfato em pacientes pds-COVID-19, através de um ensaio
clinico randomizado. Métodos: Este estudo incluiu 128 pacientes com perda de olfato pos-
COVID-19 persistente por mais de 12 semanas. Os participantes foram alocados
aleatoriamente para dois grupos, intervengdo e comparacao, para receber treinamento olfatério
associado a cido alfa-lipoico ou a placebo, respectivamente, durante 12 semanas. A disfuncao
olfatéria dos pacientes foi avaliada por meio da escala visual analégica (EVA) e do teste
Connecticut Chemossensory Clinical Research Center (CCCRC) adaptado para a populacéo
brasileira. Resultados: Um total de 100 participantes completaram o periodo de
acompanhamento e foram analisados neste estudo. Ambos os grupos melhoraram o escore
CCCRC (p=0,000), limiar olfativo (p=0,000), escore de identificacdo (p=0,000) e escore EVA
(p=0,000) 12 semanas apds o tratamento. Nenhuma diferenca significativa foi determinada
entre 0s grupos de intervencdo e comparacdo no escore CCCRC (p=0,63), limiar olfatério
(p=0,50), escore de identificacdo (p=0,96) e escore EVA (p=0,97). Em todos esses critérios, 0
grupo de comparacao foi um pouco pior. No final do estudo, a frequéncia de anosmia reduziu
para 2% no grupo intervencdo e para 7,8% no grupo comparacdo, enquanto 16,8% dos sujeitos
da intervencdo e 15,7% dos pacientes do grupo de comparagdo atingiram a normosmia.
Conclusoes: No geral, houve uma diferencga fortemente significativa na funcédo olfativa entre
a linha de base e a concluséo do estudo para ambos 0s grupos. No entanto, como ndo houve
diferenca significativa entre os grupos intervencdo e comparacdo, nosso estudo aponta que o
acido alfa-lipoico nao € eficaz para tratar a perda de olfato p6s-COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19, acido tiéctico, transtornos do olfato, treinamento olfativo,
sindrome p6s-COVID-19 aguda



Il.  OBJETIVOS

PRINCIPAL

Avaliar o efeito do acido alfa-lipoico como adjuvante do treinamento olfatorio na
recuperacdo da perda de olfato em pacientes p6s-COVID-19, através de um ensaio clinico

randomizado.

SECUNDARIOS

Avaliar a melhora objetiva do distarbio olfatério p6s-COVID-19 ap6s 12 semanas de

tratamento, através da aplicacdo do teste de Connecticut;

Avaliar a melhora subjetiva dos pacientes com perda de olfato pds-COVID-19,

utilizando a escala visual analdgica;
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1. INTRODUCAO

O advento da COVID-19 e sua propagacao mundial a partir de 2020 trouxeram desafios
sanitarios, econbmicos e sociais em escala planetaria. A populacdo viveu uma situacdo

globalmente inédita para toda essa geracdo: a primeira pandemia do século.

Além de todo o impacto na saude publica mundial, que precisou enfrentar a nova
doenca e se debrucar sobre sua fisiopatologia, sua forma de transmisséo e sua prevencao, foi
necessario enfrentar duramente os efeitos agudos da doenga. A Sindrome Respiratéria Aguda
Grave era uma complicagdo muito temida e ndo havia preditores claros de quem seriam 0s
principais acometidos. A medida que os estudos avancavam, 0s grupos de risco para
adoecimento grave foram ficando mais definidos. Concomitantemente, a ciéncia acelerava as

pesquisas para a producéo de vacinas.

Em meio a tantos desafios, uma queixa despontou como importante sintoma preditor
de COVID-19: as perdas de olfato. Na pratica do Otorrinolaringologista, apesar de serem
frequentes em doencas respiratdrias agudas na era pré-COVID-19, perder o olfato era uma
caracteristica autolimitada daquelas doencas. N&o havia impactos ou prejuizos duradouros a

saude humana.

A COVID-19 trouxe um cenario diferente. A perda do olfato acometia uma parcela
muito significativa dos pacientes afetados pela doenca. Dentro desse cenario, a grande
peculiaridade era o fato de uma parcela de pacientes ndo recuperar o olfato ap6s a remissao da
COVID-19.

O primeiro alerta associando perda de olfato a COVID-19 foi publicado em 21 de mar¢o
de 2020, pela Sociedade Britanica de Otorrinolaringologia (ENT UK), comandada pela Profa.
Claire Hopkins. Na época, o foco da publicacdo foi anunciar a perda de olfato como um
frequente sintoma, importante para rastreio de assintomaticos, a fim de fortalecer o bloqueio

contra a disseminacao da doenca.

N&o foi possivel evitar os mais de 556 milhdes de casos de COVID-19 pelo mundo e
os mais de 37 milhdes no Brasil. N&o foi possivel evitar que a perda de olfato atingisse tantas
pessoas a0 mesmo tempo. Felizmente, a grande maioria se recuperou de forma espontéanea e

auto-limitada. Contudo, existe ainda hoje um enorme contingente de pessoas que néo
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conseguem sentir o cheiro da comida, as ameacas gasosas do ambiente e o cheiro dos seus
proprios filhos depois da COVID-19.

O treinamento olfatorio ja era uma ferramenta com bons resultados na recuperacgao do
olfato na era pré-pandemia. O acido alfa-lipoico também mostrou resultados encorajadores. O
objetivo deste estudo é avaliar a eficacia do treinamento olfatorio em associacdo ao acido alfa-
lipoico na recuperacdo da perda de olfato pds-COVID-19 e contribuir com o esclarecimento

desta lacuna de conhecimento.
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IV. REVISAO DA LITERATURA
IV. 1 Anatomia e Fisiologia do Olfato

Em comparagdo aos outros sentidos (visdo, paladar, tato e audi¢éo), o olfato € o mais
primitivo entre eles (Smith, 2019). Em humanos, esse sentido prové seguranga, nutricdo, prazer

e bem-estar geral (Pinto, 2011).

O olfato é composto de estruturas periféricas, que sao o epitélio olfatorio e os feixes de
axonios dos neurdnios olfatérios, e de estruturas centrais como o bulbo olfatério e seus feixes

nervosos compondo o trato olfatorio.

Na espécie humana, o epitélio olfatorio localiza-se no teto da cavidade nasal, abaixo da
lamina cribiforme, na superficie medial da concha nasal superior e na porcéao superior do septo
nasal, ocupando de 1 a 2 cm?3 em cada cavidade. (FIGURA ). O epitélio olfatério é formado
por 10-20 milhGes de neurdnios localizados entre outras células, tais como as células
microvilares, as células de sustentacédo, as células basais e as glandulas de Bowman. Epitélio

olfatério e lamina propria, formam a mucosa olfatoria. (FIGURA 11)

As glandulas de Bowman sdo responsaveis pela producdo de muco rico em
imunoglobulinas A e M, lisozima, lactoferrina e proteinas de ligacdo a agentes odoriferos. As
células basais ou stem cells tém a capacidade de se diferenciar em neurénios maduros e
substituir os neurdnios perdidos por inflamacéo, infeccdo ou agentes quimicos. As células de
sustentacdo, por sua vez, fornecem um suporte fisico e metabolico para as demais células, em

especial ao neurdnio olfatdrio. Por fim, as células microvilares, ainda ndo tém funcéo definida.
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FIGURA I- Cavidade nasal em plano sagital.
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Figura I: Neuroepitélio olfatério (em amarelo) presente na face medial do corneto nasal
superior, do corneto nasal médio, na placa cribiforme do teto nasal e na porcao superior do

septo nasal (ndo mostrado nessa figura).

Fonte: adaptado de Pinto, Jayant M. Olfaction. Proceedings of the American Thoracic Society

8,1 (2011): 46-52.
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FIGURA 11- Neuroepitélio olfatério e sua lamina prépria compondo a mucosa olfatéria
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Fonte: Luiza da Silva Lopes- Neuroanatomia do sistema olfatorio. edisciplinas.usp.br
acessado em 05/08/2023

Os dendritos do neurbnio olfatério apresentam uma dilatagdo chamada de vesicula
olfatéria, de onde se originam 15 a 20 cilios sensoriais que se projetam pela camada de muco.
Cada neurdnio expressa uma Unica proteina de ligacdo com moléculas odoriferas, tendo uma

relacdo de chave-fechadura com cada molécula quimica odorifera diferente.

Na lamina prépria, grupos de ax6nios dos neurénios olfatérios com o mesmo padréo de
proteina de ligagdo a moléculas odoriferas se organizam em feixes ou fasciculos que
atravessam a lamina cribriforme do 0sso etmoide. Cada feixe de axonios € responsavel por um
subtipo de cheiro e se direciona para um glomérulo do bulbo olfatério ipsilateral. (FIGURA
1)}

Assim, a subida de um odor até a area olfatéria no teto nasal ativa um conjunto
especifico de receptores com base em sua composicao quimica. Os glomérulos correspondentes
do bulbo olfatério sdo ativados, criando um padrdo Unico de excitacdo no bulbo para cada
odorante.
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FIGURA Il1- Representacdo esquematica da recepcdo das moléculas odoriferas pelos

neurdnios olfatorios e a transducdo do estimulo elétrico até o bulbo olfatdrio.

4 0Os $inais 530
ransmiidos a regioes
mas Mas 4o cerebro

Bulbo
olfativo

—
Osso 3. Os sinass s
transferidos nos
Epitého gloménilos
nasal
Células

eCepIONdS o

Aty
oo achd o 2. Céduias receploras

otfativas s&0 ativadas
£ eNviIm snas
Sincos

- "ﬂ
\
\

1. Moléculas de odor
igam-5e aos
. facectoresl  receptores

.
.
.J A A —/. » .. ®
e LY Nocommolecutas odonficas * ¢

Fonte: adaptado de Buck, L, and R Axel. A novel multigene family may encode odorant

receptors: a molecular basis for odor recognition. Cell vol. 65,1 (1991): 175-87.

Cada glomérulo recebe sinal de cerca de 600 a 750 neurbnios olfatorios e transmite o
impulso nervoso através do feixe de axdnios da estria olfatdria lateral do trato olfatério. O
conjunto de neurénios presentes no bulbo olfatério comp&em o nervo olfatoério (I par craniano).
As fibras da estria olfatoria medial trazem estimulos olfatérios contralaterais, ap6s cruzarem

na comissura anterior do bulbo cerebral. (FIGURA V)

Esse feixe carrega a informacéo olfativa dos bulbos até o cortex olfatério primério,
composto por: 1) nacleo olfatério anterior; 2) tubérculo olfatério; 3) amigdala; 4) nucleo
cortical da amigdala; 5) area entorrinal. (FIGURA V)
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Essas areas corticais primarias sao posteriormente enviadas a areas como hipocampo,
hipotalamo, tdlamo, cerebelo e ao cértex orbitofrontal, também chamado de cortex olfatério
secundario. Muitas dessas estruturas descritas pertencem ao sistema limbico e estdo
intimamente ligadas as percepcOes olfativas relacionadas a memoria e as consequéncias

emocionais, viscerais e enddcrinas dos odores.

FIGURA 1V: Via central da olfacdo
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Fonte: Moore, Keith L.; DALLEY, Arthur F.. Anatomia orientada para a clinica. 62 edi¢do. Rio
De Janeiro: Editora Guanabara Koogan S.A., 2011, 1103 p.
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FIGURA V: Cértex olfatorio
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Fonte: adaptado de Bromley, S M. Smell and taste disorders: a primary care approach.
American family physician vol. 61,2 (2000): 427-36, 438.

A chegada da molécula odorifera no teto nasal requer boa funcgéo respiratéria e auséncia
de bloqueios significativos no nariz. As particulas volateis chegam tanto pelas narinas, quanto
por meio da nasofaringe (via retronasal). Dissolvem-se no muco que recobre o epitélio olfatério

e ligam-se aos receptores dos neurdnios olfatorios.

Cada neurbnio olfatorio apresenta apenas um tipo de receptor e cada receptor é
especifico para determinado tipo de molécula olfatéria. Estima-se haver de 10 a 100 milhGes
de neurdnios olfatdrios, que abrigam aproximadamente 400 tipos de receptores funcionantes.
(Buck, 1991).

A discriminacdo olfatéria vem da ativacdo diferencial de determinados grupos de
receptores por parte de cada estimulo odorifero. O padrdo de ativacdo determina a informacéo

que é enviada ao cortex olfativo para processamento.

A ligacdo de uma quantidade suficiente de odorantes aos receptores ativa uma cascata

intracelular que culmina com a sintese de adenosina monofosfato (AMP) ciclico. O aumento
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do AMP ciclico intracelular leva ao influxo de célcio e de sodio, desencadeando o potencial de
acdo que gera o impulso neural. Além disso, o célcio intracelular contribui para o término do
potencial de acdo e adaptacdo ao estimulo odorifero, reduzindo a sensibilidade dos canais
ibnicos ao AMP ciclico.

Além do reconhecido e descrito papel do | par craniano (nervo olfatério) na funcédo
olfativa, o V par craniano, nervo trigémeo, também exerce papel importante ao reconhecer
odores irritantes ou agressivos & mucosa nasal, tais como amonia, pimenta, mentol, didéxido de

carbono e capsaicina. (Bromley, 2000).

Diversos fatores influenciam na funcao olfatoria tais como idade, género, presenca de
doencas neuroldgicas, exposi¢do a tabagismo, ocupacdo profissional e doengas nasossinusais

inflamatorias ou infecciosas, como a COVID-19.
IV.2 A COVID-19

Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, pertencente a provincia de Hubei, na China,
presenciou um surto de uma pneumonia grave, de origem desconhecida. Esse surto foi
reportado a Organizacdo Mundial de Saude em 31 de dezembro de 2019. Poucos dias depois,
em 07 de janeiro de 2020, o agente causador foi identificado pelas autoridades chinesas: era

um novo coronavirus, temporariamente nomeado de 2019-nCoV.

Casos crescentes dessa nova doenca foram registrados em diversos outros paises da
Asia, Europa e na América do Norte. O mundo recebia da OMS o alerta sobre o risco de um
surto mais amplo, fora do epicentro inicial. Em 30 de janeiro de 2020, foi declarada Emergéncia
de Saude Publica de importancia internacional. Em 12 de fevereiro de 2020, a OMS nomeou
essa doenca de COVID-19 e 0 novo coronavirus causador, de SARS-CoV-2, até que em 11 de
marco de 2020, a COVID-19 foi caracterizada pela OMS como uma pandemia, devido a sua

distribuicdo mundial e transmissdo sustentada.

O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus documentado a causar doengas em humanos.?
Dessa familia, quatro virus sdo responsaveis por afetar predominantemente o trato respiratorio
superior e causar sintomas leves: HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63 e HKU1. Os outros
trés, SARS-CoV-1, MERS-CoV e 0 novo coronavirus SARS-CoV-2, afetam também o trato

! Histérico da pandemia de COVID-19, OPAS. Disponivel em
https://www.paho.org/pt/covid19/historico-da-pandemia-covid-19 acessado em 06/08/2023.
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25

respiratorio inferior e causam, em alguns pacientes, uma Sindrome Respiratéria Aguda Grave

potencialmente letal.

No momento de escrita desta tese (em 06 de agosto de 2023), as mortes por COVID-19
ja ultrapassam 6,8 milhes e o nimero de casos, 676 milhdes.? Destes, 37,7 milhdes de casos

e 704.794 mortes ocorreram no Brasil.

Embora febre, tosse, dispneia, mialgias e cansaco tenham sido os sintomas classicos da
COVID-19 desde o seu surgimento, a presenca de perda subita do olfato se confirmou como
um preditor precoce e um sintoma frequente da doenca (Menni, 2020).

V.3 COVID-19 e o olfato
IV.3.1 Epidemiologia

O primeiro relato advindo de uma organizacgao cientifica sobre a perda de olfato como
sintoma importante de COVID-19 foi proferido em 25 de marco de 2020 pela Sociedade
Britanica de Otorrinolaringologia (ENTUK). Na ocasido, a Profa. Claire Hopkins alertava o
mundo sobre a aparente alta prevaléncia da perda de olfato em vigéncia de COVID-19,

inclusive como Unico sintoma. *

Segundo Rocke et. al., 2020, a probabilidade de um individuo com perda de olfato estar
acometido por COVID-19 foi de 61%; maior do que o valor preditivo positivo para qualquer
outro sintoma. A Organizacdo Mundial de Salude rapidamente integrou a perda de olfato a lista
oficial de sintomas e a recomendacdo de auto-isolamento a partir do inicio de uma perda de
olfato subita.

Vaérios trabalhos publicados pelo mundo confirmaram a alta prevaléncia de perda de
olfato na vigéncia da COVID-19. (Mullol, 2020). Em Wuhan, na China, Mao et. al., 2020,

publicaram um estudo retrospectivo, baseado em registros de prontuéarios, mostrando a

2 Dados do Instituto Jonhs Hopkins, COVID-19 Tracking Center, atualizado em 10 de marco de 2023.
Disponivel em https://coronavirus.jhu.edu/map.html acessado em 06 de agosto de 2023.

3 Dados do Ministério da Saude - Brasil, atualizado em 04/08/2023. Disponivel em
https://covid.saude.gov.br acessado em 06 de agosto de 2023.

4 Disponivel em https://www.entuk.org/loss-sense-smell-marker-covid-19-infection acessado em 09
de agosto de 2023



https://coronavirus.jhu.edu/map.html
https://coronavirus.jhu.edu/map.html
https://covid.saude.gov.br/
https://www.entuk.org/loss-sense-smell-marker-covid-19-infection
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prevaléncia de 5% de perda de olfato ou paladar em 214 pacientes internados. Um inquérito
sul-coreano com 3.191 pessoas reportou a prevaléncia de 12% de perda de olfato ou paladar.
(Lee, 2020). Em Mildo, na Itélia, Giacomelli et. al. identificaram 34% de perda de olfato em
59 pacientes hospitalizados. (Giacomelli, 2020). Lechien et. al., por sua vez, encontrou uma
alta prevaléncia de perda de olfato (86%) e de paladar (89%) em pacientes com COVID-19
leve e moderada, com grande impacto na qualidade de vida em pacientes da Franca, Bélgica,
Itlia e Espanha. (Lechien, 2020).

H& uma clara variabilidade na prevaléncia reportada de perda de olfato na COVID-19
ao longo do primeiro ano da doenca. Provavelmente, essa diferenca deveu-se a variabilidade
de metodologias utilizada pelos diferentes estudos, pela presenca de vieses de memaria nos
estudos retrospectivos, e a falta de instrumentos de aferi¢cdo quantitativa do olfato nos primeiros
estudos publicados. (Mullol, 2020).

Além da significativa prevaléncia, os estudos descritivos também apontaram uma alta
taxa de recuperacdo espontanea do olfato apos o inicio da COVID-19. Hopkins et. al., 2020,
encontraram anosmia em 86,4% de 382 pessoas submetidas a um inquérito populacional.
Desses, 79% reportaram alguma melhora dentro de uma semana, sendo que 11,5% ja

alcancaram o olfato normal em 1 semana de follow-up. (Hopkins, 2020).

A alta prevaléncia de disfuncdo olfatdria auto reportada nos pacientes com COVID-19
também foi confirmada por um grupo de pesquisadores brasileiros: Brandao-Neto et. al., 2021,
identificaram 82.4% (95% IC, 79.5%-85.3%) de perda de olfato auto reportada em 655
pacientes. Destes, 42,9% relataram anosmia. Apos um tempo mediano de 2 meses apads o inicio
dos sintomas, a recuperacao do olfato aconteceu de forma total ou parcial para 53,8% e 44,7%
dos pacientes, respectivamente. (Branddo-Neto, 2021). Apesar disso, 1,4% dos pacientes
permaneceu com a perda de olfato instalada, sem qualquer recuperagéo.

IV.3.1 Fisiopatologia

Os coronavirus sdo uma classe de virus de RNA de fita simples, envelopados e
genotipicamente divididos em 4 familias: a, 5, y € A- coronavirus. As infec¢cbes humanas por
coronavirus sdo causadas por a e - coronavirus. Os coronavirus SARS e MERS sdo membros
dos - coronavirus. (Jin, 2020). A andlise filogenética de todo o genoma indica que 0 SARS-
CoV-2 compartilha 79,5% e 50% de identidade de sequéncia com o SARS-CoV e com 0
MERS-CoV, respectivamente. (Zhu, 2020).
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O ndcleo do virus SARS-CoV-2 é composto pelo RNA gendmico e a proteina do
nucleocapsideo fosforilada. O envelope, por sua vez, é formada por uma dupla camada
fosfolipidica, coberta por dois tipos diferentes de proteina spike (S e hemaglutinina-esterase,
HE), proteina de membrana (M) e proteina do envelope (E). (FIGURA VI)

FIGURA VI- Estrutura viral do SARS-CoV-2
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Fonte: adaptado de Jin Y, Yang H, Ji W, Wu W, Chen S, Zhang W, Duan G. Virology,
Epidemiology, Pathogenesis, and Control of COVID-19. Viruses. 2020 Mar 27;12(4):372.

A resposta imune inata utiliza-se de varios receptores de reconhecimento de padrdo
(PRRs) para detectar a presenca de virus. Os virus de RNA, como 0s coronavirus, sdo
detectados por meio de duas estratégias separadas: 1) células dendriticas plasmocitoides
(pDCs), que detectam o RNA gendmico viral por meio do receptor Toll-like (TLR7). Essas
células inspecionam o limen do trato respiratério e fornecem a primeira linha de defesa; 2)
Reconhecimento citosolico de RNAs dentro das células infectadas, por meio dos receptores
MDAD5 e os receptores semelhantes a RIG-I (RLRs). A ativacdo de TLRs e RLRs induz a
transcricdo de interferons (IFNs) do tipo | e I1l, bem como de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias dependentes e fator nuclear kB (NF-«kB). (Merad, 2022). A resposta imune inata

induzida pela sinalizagdo PRR ativa as células efetoras para mediar o clearance viral.
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A enzima conversora de angiotensina 2 (ACE-2) € o receptor funcional para a entrada
do SARS-CoV-2 na célula humana (Zhou, 2020), e tem afinidade de ligacdo 10-20 vezes maior
do que 0 SARS-CoV. (Bourgonje, 2020). Seu papel crucial para a entrada do SARS-CoV-2 na
célula humana é facilitado por uma serino-protease transmembrana do tipo 1l (TMPRSS2).
(FIGURA VII).

FIGURA VII- Interacdo do SARS-CoV-2 ao ACE-2, apds ativacdo da proteina spike
(S) pelo TMPRSS2

TMPRSS2

Fonte: adaptado de Bourgonje AR, Abdulle AE, Timens W, Hillebrands JL, Navis GJ,
Gordijn SJ, Bolling MC, Dijkstra G, Voors AA, Osterhaus AD, van der VVoort PH, Mulder
DJ, van Goor H. Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), SARS-CoV-2 and the
pathophysiology of coronavirus disease 2019 (COVID-19). Journal of Pathology. 2020
Jul;251(3):228-248.

Ademais, o ACE-2 é amplamente expresso em diversos tecidos humanos. (QUADRO
I). Tanto nos principais orgdos-alvo do SARS-CoV-2 (células epiteliais dos alvéolos
pulmonares, células epiteliais do intestino delgado, endotélio vascular, células musculares
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lisas, células tubulares proximais renais, epitélio basal da pele, mucosa oral, mucosa nasal),
quanto em Orgaos que desempenham papel aparentemente menos importante ou desconhecido
na fisiopatologia da COVID-19, tais como o endotélio glomerular renal, células mesangiais,
tecidos linfoides e estruturas hepatobiliares. (Bourgonje, 2020).

Em contraste, ACE-2 ndo foi detectado em neurénios do neuroepitélio olfatorio nem
do bulbo olfatorio. (Brann et. al., 2020). Neste referido estudo, a expressao de ACE-2 foi
encontrada nas células de suporte e nas células basais do neuroepitélio olfatdrio, indicando que
a infeccdo do SARS-CoV-2 em células ndo neuronais leva a disfungdo olfativa nos pacientes
com COVID-19. Alem disso, as alteracOes olfatorias da COVID-19 podem estar relacionadas
a outros mecanismos condutivos locais, decorrentes de edema da fenda olfatoria e

disseminacéo por contiguidade do SARS-CoV-2 para o sistema nervoso central. (Zhou, 2020).

QUADRO I- Tecidos e células humanas com expressdo de ACE-2

AITA EXPRESSAO

» Epitelio pulmonar

» Epitélio de intestino delgado

» Endotélio vascular

* Células musculares lisas

+ Células tubulares renais

* Células de sustentagio do neuroepitélio olfatorio
+ Epitélio basal da pele

» Mucosa oral

MODERADA OU FRACA EXPRESSAO

» Células epiteliais parietais renais
» Endotelio glomerular renal

+ Células mesangiais renais

EXPRESSAO AUSENTE
* Tecido linfoide
» Estruturais hepato-biliares
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IV.3.3 Caracteristicas clinicas da perda de olfato na COVID-19

A COVID-19 trouxe consigo uma perda de olfato altamente prevalente, de inicio subito
e intenso, com poucos sintomas nasais associados, quando comparada as outras perdas de olfato
pos-infecciosas (Rocke, 2020).

Uma pesquisa on-line conduzida pela Sociedade Brasileira de Otorrinolaringologia e
Cirurgia Cérvico-Facial e pela Academia Brasileira de Rinologia, incluiu 253 voluntarios
médicos com perda de olfato stbita ocorrida entre 1° de fevereiro a 30 de abril de 2020. Desses,
183 (72,3%) fizeram teste de COVID-19 com 145 resultados positivos (79,2%). Os voluntarios
com perda de olfato causada por COVID-19 apresentaram uma taxa mais baixa de recuperacéo
total da disfuncdo olfatdria apresentada (52,6% versus 70,3%; p=0,05) e um tempo mais longo
de recuperacdo total (15 dias versus 10 dias; p=0,0006), em comparagdo aos que testaram
negativo para a COVID-19. Considerando apenas 0s voluntarios com COVID-19, a hiposmia
subita teve maior chance de recuperacdo completa do que a anosmia subita (68,4% versus
50,0%; p=0,04). (Kosugi, 2020).

Um outro estudo prospectivo brasileiro utilizou-se de um questionario on-line para
aferir a taxa e o tempo de recuperacdo total do olfato em 655 pacientes. Branddo-Neto et. al.,
2021 revelaram que a prevaléncia de disturbios olfativos auto-relatados nos pacientes com
COVID-19 foi de 82,4% (IC 95%, 79,5%-85,3%). A maioria reportou anosmia (42,9%). Num
tempo mediano de 76 dias apds o inicio dos sintomas, as taxas de recuperacao total e parcial
do olfato foram de 53,8% e 44,7%, enquanto 1,4% (IC 95%, 0%-3,3%), ndo apresentou

nenhuma recuperacao do olfato.

Esses dois estudos, em conjunto, confirmam a alta prevaléncia de perda de olfato na
COVID-19, com baixas taxas de recuperacdo completa e a necessidade de um tempo mais
longo de recuperagdo. Além disso, a COVID-19 deixa um pequeno percentual de pacientes
sem qualquer recuperacdo que, quando olhados como nimero absoluto, formam um grande

contingente de pacientes que necessitardo de reabilitacao.

IV.4 Instrumentos de avaliacdo do olfato

Para se fazer uma boa avaliagdo propedéutica é indispensavel colher a histéria completa

do paciente. A anamnese da consulta de olfato levanta dados como tempo de inicio da queixa,
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presenca de doencas nasais prévias ao inicio do sintoma, historia de sindromes gripais ou
trauma, uso de medicagdes nasais e historia de doencas neuroldgicas ou psiquiatricas pessoais

ou na familia.

Ao paciente, também é solicitado descrever a alteracdo quantitativa do olfato: se ha
uma incapacidade total (anosmia), ou se ha uma diminuicdo da intensidade da percepcao
(hiposmia). Pacientes com perda de olfato também podem cursar com alteragcdes qualitativas,
tais como a parosmia (percepgédo distorcida de determinado odor), fantosmia (alucinagéo
olfatéria na auséncia de estimulo odorifero) e cacosmia, uma sensacao desagradavel persistente

ou desassociada da presenca do estimulo odorifero.

Essas informacGes colhidas na entrevista do paciente sdo subjetivas, e precisardo ser
confirmadas e aferidas por instrumentos de medida. A afericdo objetiva do olfato tem como
objetivo transformar esse dado numa variéavel, de forma que seja possivel comparar a evolugao

de um paciente ao longo do tempo e categorizar os diferentes estagios de perda de olfato.

Para isso, neste estudo foram utilizados testes olfatérios de facil aplicacdo, como a
escala visual analdgica, e validados para a diversidade cultural da populacédo brasileira, como
0 Teste de Connecticut.

IV.4.1 Escala visual analdgica

A escala visual analdgica (EVA) é um instrumento utilizado para mensuracéo de dor
em pacientes, comum e amplamente utilizado na prética clinica ambulatorial. (Williamson,
2005).

E apresentada como uma linha de 10 cm, ancorada por descritores verbais, usualmente
“auséncia de dor” e “maior intensidade possivel”, como se pode ver na Figura VIII. Ao
paciente, é solicitado escolher um ponto na linha que represente a dor ou o desconforto
apresentado em relacdo a uma determinada queixa. A distancia entre o extremo “auséncia de
dor” e o ponto marcado pelo paciente determina a intensidade da dor e configura a pontuagéo
da queixa pela escala visual analogica.

Na anamnese de olfato, a EVA pode ser utilizada tanto para aferir o desconforto em
relacdo a perda olfatoria apresentada, quanto para mensurar a qualidade do olfato, através de
uma pontuacdo de 0 a 10- em que O configura auséncia completa de olfato- e 10, o melhor

olfato possivel.



32

Das vantagens em utilizar a EVA, estdo a padronizacéo das respostas, a presenca de um
reforco visual que as apoie, e sua simplicidade, fator decisivo em pesquisas cientificas com
publicos abrangentes.

Por outro lado, essa mesma simplicidade pode ser encarada como uma desvantagem do
método, uma vez que pode induzir a uma avaliacdo superficial da queixa apresentada, devendo,

idealmente, ser associada a outros métodos.

FIGURA VIII- Escala visual analdgica utilizada

0 10
Auséncia Maior intensidade
possivel

Fonte: adaptada de https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/j.1365-
2702.2005.01121 x?src=getftr acessado em 11/10/2023

IV.4.2 Teste de Connecticut

Objetivamente, ha trés dominios do olfato que podem ser quantificados: limiar,
discriminacao e identificacdo. (Hummel, 1997). O primeiro dominio, o limiar, consiste em
aferir o estimulo odorifero menos concentrado a ser percebido pelo paciente. A discriminagédo
se refere ao paciente perceber, num trio de odorantes, qual portaria um aroma diferente. A
identificacdo, por sua vez, afere a capacidade de o individuo responder qual o0 aroma exato esta
sendo oferecido.

O Teste de Connecticut foi descrito por Cain et.al. em 1988. O teste foi aplicado em
670 pessoas entre as quais 441 pacientes com perda parcial ou total de olfato e 229 voluntarios

com olfato normal. O teste avalia dois dominios do olfato: limiar e identificacéo.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-2023&timeline=expanded
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/j.1365-2702.2005.01121.x?src=getftr
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/j.1365-2702.2005.01121.x?src=getftr
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O teste de limiar consiste em oferecer diferentes concentra¢des de n-butanol, da menor
(0,005%) para a maior (4%), atribuindo pontuacdo de 7 a 0, sendo que a nota maxima ¢é dada
para aquele paciente que identificar com consisténcia o frasco de menor concentracéo.

O teste de identificagcdo consiste em aferir os acertos dos pacientes em 10 aromas
oferecidos: café, canela, talco, chocolate, sabonete, naftalina, pasta de amendoim, Vick
VapoRub®, amonia e 6leo de Wintergreen. No momento do teste, oferece-se ao paciente uma
lista com 20 nomes: 10, dos aromas presentes e outros 10, de distratores. Nessa etapa, 0
paciente pontua de 0 a 7 a depender dos acertos de identificacdo. O paciente que alcanca a
pontuagdo 7, encerra o teste com nota maxima.

Através dos acertos colhidos em cada uma das duas etapas, realizadas unilateral e
sequencialmente em cada narina (limiar na narina direita, seguido de identificagdo na narina
direita; e em seguida limiar da narina esquerda, com subsequente de identificacdo da narina
esquerda), o paciente recebe uma pontuacdo objetiva. Somam-se as quatro pontuaces obtidas,
fazendo uma média aritmética que assume valores inteiros de 0 a 7, ou frac6es de 0,25 nesse
intervalo.

E classificada como normosmia a pontuagdo entre 6,0 e 7,0; hiposmia leve, de 5,0 a
5,75; hiposmia moderada, de 4,0 a 4,75; hiposmia grave, de 2,0 a 3,75 e anosmia, de 0 a 1,75.

Quando foi validado, o teste de Connecticut mostrou ser sensivel em diferenciar
pacientes com olfato normal de pacientes com disfungdes olfativas de diversas causas, tais
quais pds-infecciosas, pos-traumaticas e por doencas nasais cronicas. (Cain, 1988).

Esse teste desenvolvido no Connecticut Chemossensory Clinical Research, na cidade
de Farmington, Estado de Connecticut, Estados Unidos, se popularizou pelo mundo (Toledano,
2009, Sanchéz-Valecillo, 2012, Veyseller, 2014) e foi validado no Brasil em 2020 (Fendlio,
2020).

No teste de validacdo brasileira, sofreu adaptacdes quanto aos odores de identificacdo:
amonia e 6leo de Wintergreen foram retirados e pasta de amendoim foi substituida por pacoca.
(Fendlio, 2020). Nesse estudo brasileiro, o teste apresentou valores de normalidade
semelhantes ao teste originalmente descrito, com alta taxa de reprodutibilidade.

Considerando a relacdo custo-beneficio altamente favordvel, o Connecticut
Chemossensory Clinical Research Teste (CCCRC) é uma ferramenta muito Gtil para mensurar
a funcdo olfatdria na populacgéo brasileira.

Esse foi o teste utilizado no nosso estudo.
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IV.5 Manejo das perdas de olfato na era pré-COVID-19

Embora COVID-19 seja a principal causa de perda olfatéria nos tempos atuais,
otorrinolaringologistas ja tratavam perda de olfato muito antes da pandemia eclodir.

As causas pos-infecciosas eram, de longe, as mais comuns. Além delas, figuravam
também pacientes com perda de olfato de diversas outras causas: 1) pos-traumaticas; 2) por
exposicao toxica a agentes inalantes; 3) uso de medicacBes olfato tdxicas; 4) exposicao a
radioterapia; 5) presenca de rinossinusites cronicas; 6) doencas neurodegenerativas e
psiquiatricas; 7) efeito da idade sobre o olfato (presbiolfato). Todas essas causas eram

observadas nos consultdrios de otorrinolaringologia em todo o0 mundo. (Patel, 2021).

A perda olfatoria impacta negativamente na qualidade de vida dos pacientes e reduz a
atencdo contra a ingestdo de alimentos estragados, fumacas de incéndios, escapes de gés, entre

outros perigos domésticos (Fornazieri, 2020).

Na era pré-COVID-19, ndo havia um consenso sobre tratamento de perdas de olfato.
As evidéncias cientificas eram menores, mas ja apontavam os beneficios do treinamento

olfatério (Hummel, 2009) e da corticoterapia nasal (Yan, 2019) e oral (Hura, 2020).

A pandemia de COVID-19 provocou um aumento significativo do nimero de pacientes
com perda de olfato. Este fato despertou um crescente interesse cientifico no assunto. (Figura
IX). Diversos estudos (Elkholi, 2021, Huart, 2021, Pinna, 2020) foram conduzidos nos ultimos
3 anos com o objetivo de compreender os mecanismos fisiopatologicos da perda de olfato pés-

COVID-19, bem como suas estratégias terapéuticas.
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FIGURA IX- Numero de publicacdes sobre tratamento de perda de olfato indexadas ao
Pubmed

2021: 517

2022:423

2020: 340

2023: 211
(j-.l.llllllllllllll
2000 2019: 101 2023

Fonte: adaptado de
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-
2023&timeline=expanded acessado em 17/08/2023

Foi em abril de 2022, motivado e impulsionado pelo grande contingente de pacientes
acometidos pela perda de olfato na pandemia, que foi publicado o | Consenso Internacional em
Alergia, Rinologia e Olfato (Patel ZM, 2022). Essa revisao sistematica teve como objetivo
direcionar as escolhas terapéuticas dos otorrinolaringologistas, e trazer em detalhes, as

evidéncias cientificas dos tratamentos para perda de olfato existentes.

Detalharemos, de agora em diante, as evidéncias para o uso do treinamento olfatério e

do acido alfa-lipoico.
IV.6 Treinamento olfatorio e suas bases
O estudo classico que demonstrou os efeitos do treinamento olfatério na recuperacao

do olfato em pacientes com perdas pos-infecciosas, pds-traumaticas e idiopaticas foi publicado
por Hummel et. al. em 2009.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-2023&timeline=expanded
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-2023&timeline=expanded
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-2023&timeline=expanded
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=smell+loss+treatment&filter=years.2000-2023&timeline=expanded
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Nele, foi descrito um protocolo sistematizado de treinamento olfatério com odores
especificos (cravo, limio, eucalipto e rosa) baseado no prisma dos odores de Henning (1916).°
Nesse estudo, 56 pacientes com perda de olfato, dentre eles 33 mulheres e 23 homens, com
média de idade 57,8 +- 12 anos [23-79], foram recrutados de forma voluntéria a seguirem um
protocolo de treinamento olfatorio que consistia em cheirar cada frasco dos quatro odores
acima descritos por 10 segundos, duas vezes ao dia, por 12 semanas. (Figura X)

Os pacientes foram avaliados antes e depois da intervencéo atraves do teste de Sniffin’
Sticks. (Hummel, 1997). Em comparacdo a linha de base, os pacientes que aderiram ao
treinamento olfatério obtiveram melhora de sua funcdo olfatoria tanto na pontuacéo final do
teste de olfato quanto nos limiares olfativos. A funcéo olfatoria ndo mudou naqueles pacientes
que ndo aderiram. (Hummel, 2009).

Desde entdo, o treinamento olfatorio € uma das principais ferramentas de recuperacdo
do olfato nos pacientes com as mais diversas fisiopatologias.

Ja foi abordado anteriormente nesta Tese as propriedades de regeneracdo neuronal
Unicas do nervo olfatério, quando comparado aos demais nervos cranianos (Wilson, 2004). A
presenca de células basais no neuroepitélio olfatério confere ao tecido uma capacidade de
recuperacdo apos um dano neuronal. (Showb, 1999).

Além disso, ha evidéncias de que a repetida exposicdo a odores induz a
neuroplasticidade, tanto em animais (Wang, 1993) quanto em humanos (Wang, 2004). Nesse
altimo estudo citado, Wang et. al. mostraram pela primeira vez que pessoas anésmicas para
androstenona passaram a ter sensibilidade olfativa a esse esteroide presente na urina e na axila,
apos serem submetidas a exposicdo de odores (androstenona, amyl-acetato e odor de ma¢d com
banana). Essa sensibilidade foi confirmada por um teste objetivo de limiar e, também, por dois
testes eletrofisiologicos: 1) potencial evocado olfatorio no eletro-olfatograma (EOG); e 2)
potencial olfatério relacionado ao evento (OERP) no eletroencefalograma. Esses resultados

apontam para a existéncia de uma plasticidade odor-especifica no sistema olfatério.

5 Prisma de odores de Henning ou “Geruchsprisma”: representacgéo classica e historica que classifica
os odores em seis categorias primarias: floral, patrido, frutado, aromatico, queimado e resinoso.
Desses, foram excluidos os odores desagradaveis (putrido e queimado) para a sistematizacéo do
protocolo de treinamento olfatério classico de Hummel at. al., 2019.
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Figura X- Treinamento olfatorio classico

Legenda: os quatro odores do treinamento olfatdrio classico, de Hummel et.al., 2009
sdo rosa (fenil-etil-alcool), cravo (eugenol), limao (citronelal) e eucalipto. Foto de 22/04/2021,
feita no Ambulatério Magalhdes Netto, do Hospital Universitario Professor Edgard
Santos/UFBA. Trata-se do Kit de treinamento olfatério que cada paciente incluido no estudo

recebeu.
IV 6.1 Treinamento olfat6rio na perda de olfato p6s-COVID-19

Uma vez compreendidos os mecanismos que levam ao beneficio do treinamento
olfatério para a recuperacgdo do olfato em outras fisiopatologias, seria intuitivo indica-lo para a
recuperacdo das perdas de olfato p6s-COVID-19. Entretanto, por se tratar de uma doenca nova,
foram necessarios estudos cientificos que provassem o beneficio do treinamento olfatério.

O primeiro ensaio clinico randomizado publicado sobre eficacia terapéutica do
treinamento olfatorio na recuperacao da perda de olfato p6s-COVID-19 comparou os efeitos
da mometasona spray associada ao treinamento olfatorio em 50 pacientes com 50 pacientes
que sé fizeram o treinamento olfatdério. (Abdelalim, 2021). O instrumento de avaliagdo do
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olfato foi a EVA e os pacientes foram acompanhados por 3 semanas. Em ambos os grupos, 0s
escores de olfato melhoraram no final do periodo de seguimento (p <0,001). Assim, esse estudo
concluiu que a mometasona spray em associacdo ao treinamento olfatério ndo oferece

resultados superiores ao uso do treinamento olfatério isoladamente.

O ensaio clinico randomizado multicéntrico de Pires et. al. confirmou os achados em
favor do treinamento olfatdrio para a recuperacéo do olfato p6s-COVID-19. Nesse estudo, 80
pacientes foram recrutados e divididos em dois grupos: 1) aquele que recebeu treinamento
olfatério com quatro esséncias; 2) o grupo de comparacgéo, que recebeu treinamento olfatério
com oito esséncias. As avaliagbes do olfato foram feitas através do University of Pennsylvania
Smell Identification Test (UPSIT) e os pacientes foram seguidos por 4 semanas. Como
resultado, houve aumento significativo dos scores olfatérios em ambos os grupos, sem
diferencas entre eles. Com isso, esse estudo provou a eficacia do treinamento olfatério na
recuperacdo da perda de olfato p6s-COVID-19 e concluiu que o protocolo com mais do que

quatro esséncias nédo traz superioridade aos resultados.

Ademais, o Consenso Britanico para o manejo da perda de olfato também recomendou
o0 treinamento olfatério para todo paciente com perda de olfato persistente com mais de duas
semanas de duragéo. (Hopkins, 2021).

No ano seguinte, o | Consenso do Férum Internacional de Alergia e Imunologia- Olfato
confirmou a indicacdo do treinamento olfatério com grau de evidéncia B para as perdas de
olfato, assegurando os baixos riscos e afirmando bom custo-beneficio. (Patel ZM, 2022).

Podemos afirmar, portanto, que no momento de escrita desta Tese, as evidéncias para a
utilizacdo do treinamento olfatério nas perdas de olfato pds-COVID-19 ja eram bem

estabelecidas.

IV.7 O acido alfa-lipoico

O acido alfa-lipoico (ALA), também conhecido como acido tioctico, € um acido graxo
organossulfurado que contém uma ponte dissulfidica e um carbono quiral. (Figura XI). E
cofator em diversas reacdes bioquimicas catalisadas por processos enzimaticos cetoécido-

desidrogenase. (Lynch, 2001).
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Sua propriedade antioxidante deriva da capacidade em eliminar espécies reativas de
oxigénio (ROS), de quelas metais e de reciclar antioxidantes endégenos como a vitamina E, a
vitamina C e a glutationa. Acido alfa-lipoico elimina oxigénio singlete, oxido nitrico,
peroxinitrito e &cido hipocloroso. E rapidamente reduzido a acido diidrolipoico as custas de
NADH. O acido diidrolipoico, por sua vez, atua como outro potente antioxidante eliminando,

também, radicais superoxido e peroxil. (Kagan, 1992).

FIGURA XI- Estrutura molecular do &cido alfa-lipoico

COOH

5—35

Fonte: Lynch MA. Lipoic acid confers protection against oxidative injury in non-

neuronal and neuronal tissue. Nutritional Neuroscience. 2001;4:419-438.

O ALA exerce diversos efeitos nos sistemas. Por exemplo, aumenta a sensibilidade a
insulina e melhora a entrada de glicose nas células (Haugaard e Haugaard, 1970), estimula a
sintese e secrec¢do de fator de crescimento nervoso (Murase, 1993), o que pode contribuir para
sua capacidade de promover a regeneracao das fibras nervosas (Dimpfel, 1990), aumentando o
fluxo sanguineo e protegendo as células de uma varidade de insultos. (Cameron, 1998).

O efeito anti-oxidante e neuro-regenerativo do acido alfa-lipoico vem sendo estudado e
utilizado como tratamento das neuropatias diabéticas. Um estudo prospectivo utilizando
600mg/dia de &cido alfa-lipoico oral por 40 dias em 72 pacientes diabéticos observou melhora
dos escores de dor neuropatica e dos escores de qualidade de vida desses pacientes, além de
reducdo nos triglicérides séricos. (Agathos, 2018).

Uma revisdo sistematica com meta-andlise confirmou que o uso do &cido alfa-lipoico
600mg/dia intravenoso por um periodo superior a 3 semanas reduz sintomas de neuropatia
diabética. (Mijnhout, 2012). Esse mesmo estudo observou que dosagens superiores a
600mg/dia ndo resultaram em melhora dos escores de sintoma de neuropatia, além de
aumentarem a incidéncia de efeitos colaterais, como nausea, vOmito e tontura. Os efeitos
colaterais vistos quando dosagens menores ou iguais a 600mg/dia ndo foram diferentes do

grupo placebo.
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De acordo com suas propriedades antioxidantes, neurotropicas e hemorreoldgicas, 0

acido alfa-lipoico é uma droga que para ser usada em varias doencas e distdrbios.

IV.7.1 Acido alfa-lipoico e suas evidéncias na recuperacéo do olfato

Em estudo classico publicado por Hummel et. al., em 2002 evidenciou beneficios do
uso do acido alfa-lipoico 600mg/dia, por 4,5 meses, na recuperacdo das perdas de olfato pos-
infecciosas. Esse ensaio clinico ndo cego acompanhou 23 pacientes (13 mulheres, 10 homens,
mediana de idade 57 anos [22-79], e a mensuragdo do olfato foi feita através de teste de limiar,

identificacéo e discriminacdo de fenil-etil-alcool (rosa).

De forma geral, houve melhora estatisticamente significativa nos escores olfatorios
ap6s o uso do &cido alfa-lipoico (p = 0,002). Seis pacientes (26%) e 8 pacientes (35%)
evoluiram com melhora moderada e pronunciada de suas funcGes olfatorias, respectivamente.
De quatro pacientes anosmicos, dois tornaram-se hiposmicos. De 19, cinco se tornaram

normaésmicos e a frequencia de parosmia reduziu de 48% para 22%.

O estudo fecha sua conclusdo trazendo a necessidade de realizacdo de ensaios clinicos
randomizados duplo-cegos, com “n” amostral maior, para confirmar os achados encontrados

pelo grupo alemao.

IV. 7.2 Acido alfa-lipoico e COVID-19

Apesar do estudo classico de Hummel at. al, 2002, ndo havia, no momento de
planejamento desde estudo, literatura robusta para avaliar a eficacia do acido alfa-lipdico na

recuperacdo do olfato apés a COVID-109.
V. METODOLOGIA DO ESTUDO
V. 1 Desenho do estudo

Este é um ensaio clinico controlado, randomizado, duplo-cego, para avaliar o efeito do
acido-alfa lipoico como adjuvante ao treinamento olfatério na recuperacao da perda de olfato
p0s-COVID-19. O estudo aconteceu no Ambulatério P6s-COVID-19 do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia, no periodo compreendido entre

1° de marco a 30 de outubro de 2021. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
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da Universidade Federal da Bahia (cddigo ético: 4.562.570). Todos os pacientes incluidos no
estudo assinaram o consentimento informado antes da participacdo. Além disso, 0 nosso estudo
foi aprovado no Registo Brasileiro de Ensaios Clinicos- REBEC (U1111-1267-0901).

V.2 Critérios de inclusdo

Os criterios de inclusdo foram: 1) pacientes ambulatoriais, adultos, entre 18 e 65 anos
de idade; 2) infeccdo por SARS-CoV-2 confirmada por RT-PCR ou teste de antigeno positivo
para SARS-CoV-2; 3) disturbio olfativo com duragdo superior a trés meses. Além disso, a
perda olfatéria era confirmada por um teste de Connecticut (CCCRC- Connecticut

Chemosensory Clinical Research Center), com uma pontuacéo < 6,0.
V.3 Critérios de excluséo

Foram excluidos: 1) pacientes com historia de disfuncéo olfatoria prévia a COVID-19;
2) historia pessoal de traumatismo craniano; 3) cirurgia e/ou radioterapia nas cavidades oral e
nasal; 4) pacientes com rinossinusite cronica; 5) pacientes com doencas psiquiatricas ou

neuroldgicas; 6) corticoterapia recente nos tltimos 30 dias; 7) uso atual de acido alfa-lipdico.
V.4. Avaliagdo clinica dos pacientes

As caracteristicas demogréficas, a historia clinica, os sintomas, a dura¢do da perda
olfatéria e o resultado do teste olfatério foram colhidos na primeira consulta. Antes de serem
examinados, os pacientes foram questionados sobre a sua pontuacdo olfatoria subjetiva
utilizando uma escala visual analégica (EVA) de 0 a 10. Apoés o teste olfativo, os pacientes

foram submetidos a exame fisico e endoscopia nasal.
V.5 Afericdo da Funcdo Olfatéria

O teste de Connecticut Chemosensory Clinical Research Center (CCCRC) foi utilizado
para avaliar a funcgéo olfatoria de todos os pacientes. (Fendlio, 2020). Cada paciente realizou o
teste duas vezes: na admissao e ap0s 12 semanas de tratamento. O teste € composto por duas

etapas: 1) Teste do butanol para determinar o limiar; 2) Teste de identificagdo com 8 aromas.

O teste do limiar foi realizado com solugdes de N-butanol em concentragdo decrescente
em 8 diferentes frascos. A concentracdo mais forte de butanol foi de 4%. Cada um dos outros
frascos (do 2 ao 7) continha uma diluicdo subsequente de 1:3 de N-butanol. O frasco 8 foi
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preenchido com agua deionizada. Dois frascos vidro-ambar idénticos foram apresentados ao
paciente: um contendo a solucdo de N-butanol, a partir da diluicdo maior, e o outro preenchido
com agua deionizada. A narina ndo testada foi fechada com uma fita de micropore. Foi
solicitado ao paciente que fechasse os olhos e cheirasse cada frasco, relatando qual dos dois
cheirava mais forte. O limiar foi identificado quando o sujeito deu a resposta correta quatro
vezes. Em caso de erro, foi oferecida ao paciente a solu¢cdo mais concentrada seguinte. O limiar
foi quantificado para cada uma das duas narinas, com uma pontuacédo de 0 a 7, correspondente

ao frasco menos concentrado que o0 paciente conseguiu detectar corretamente.

Para o teste de identificacdo, foram utilizados oito odores conhecidos no Brasil: cafe,
sabonete, canela, pacgoca, chocolate, talco, naftalina e Vick VapoRub®. Cada etapa foi

realizada em ambas as fossas nasais e recebeu uma pontuacédo de O a 7.

Ao final do processo, foi calculado um escore final, seguindo a equacdo: média do
escore obtido no teste do butanol para ambas as narinas mais a média do escore de identificacdo
para as duas narinas/ 2, resultando em um escore também de 0 a 7 que determinou o grau de
hiposmia. Foi considerada normosmia a pontuagao entre 6,0 e 7,0; hiposmia leve, de 5,0 a 5,75;
hiposmia moderada, de 4,0 a 4,75; hiposmia grave, de 2,0 a 3,75 e anosmia, de 0 a 1,75.

V.6 Protocolo de intervencao

Os pacientes incluidos no estudo foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
intervencdo e comparacdo. Foi utilizado uma tabela de numeros aleatérios gerada por
computador. Tanto os pacientes quanto a pesquisadora estavam completamente cegos; e a

aleatorizacdo e a alocacgdo foram efetuadas por uma terceira pessoa pesquisadora da equipe.

O grupo intervencdo recebeu um frasco com 180 cépsulas de acido alfa-lipoico
300mg/cépsula e o grupo comparacao recebeu um frasco idéntico com 180 céapsulas de placebo
(amido) 300mg/cépsula. Os pacientes deveriam tomar 01 comprimido duas vezes ao dia,

durante 12 semanas, seguindo o estudo anterior de Hummel et al., 2002.

Além disso, ambos os grupos receberam um Kit de treinamento olfatério com quatro
odorantes (alcool feniletilico: rosa, eucaliptol: eucalipto, citronelal: lim&o e eugenol: cravo)
(Hummel, 2009), em potes plasticos rotulados com o nome do odor (fabricados pela Clinica
Olfact- Londrina/PR- Brasil). No seu interior, havia um chumacgo de algoddo embebido com

1mL de cada odor. Os pacientes foram orientados a cheirar os odores duas vezes ao dia, por
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aproximadamente 10 segundos cada, resgatando memorias em relacdo a cada um desses
cheiros. Para auxiliar na adesdo terapéutica, os pacientes receberam um diario de utilizacdo.
Além disso, os pacientes receberam uma chamada telefonica de 4 em 4 semanas durante o
periodo de tratamento para aferir a funcdo olfatdria subjetiva, seguindo a escala visual
analogica. O objetivo do contato telefonico era manter a aderéncia e a adesdo ao estudo além

de recolher dados sobre os efeitos colaterais das medicacgdes.
V.7 Desfechos primarios

Ao final de 12 semanas, 0s pacientes retornaram ao ambulatorio. A escala visual
analogica foi aplicada, o diario de utilizacdo foi devolvido bem como os frascos com a
medicacdo oral. As pilulas ndo utilizadas foram contabilizadas. A avaliacdo final do teste de
Connecticut foi realizada. Os desfechos primarios coletados foram os novos resultados do teste
de Connecticut e a pontuacgdo da EVA em ambos os grupos.

V.8 Tamanho amostral

O tamanho da amostra foi calculado considerando um erro alfa de 0,05, um Poder de
Teste 80% (erro beta = 0,2) e um grau de confianca de 95%. Esperdvamos uma magnitude de
efeito de 4,4 em favor do é&cido alfa-lipoico na recuperacéo do olfato. Assim, o tamanho da

amostra foi calculado em 64 individuos em cada grupo.
V.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software SPSS 252 versdo (IBM, Armonk, NY,
EUA). As variaveis qualitativas foram descritas por meio de frequéncia (%) e comparadas pelo
teste do qui-quadrado. As variaveis quantitativas foram verificadas pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov para determinar a distribuicdo normal dos dados mencionados. Por conseguinte, as
varidveis com ou sem distribuicdo normal foram apresentadas como média + desvio-padrédo ou
mediana e intervalo interquartil (percentil 25-75), respectivamente. Foi efetuado o teste t de
amostras ndo pareadas ou o teste de Mann-Whitney para comparar variaveis quantitativas entre
0S grupos intervencdo e comparacdo. Além disso, foi utilizada a Andlise de Varidncia
(ANOVA) mista para avaliar as diferencas entre os grupos. O valor de p <0,05 foi considerado

significativo.
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VI. RESULTADOS

Entre 1° de marco e 30 de outubro de 2021, 134 individuos foram avaliados quanto a
elegibilidade e, desses, 128 pacientes foram incluidos no estudo. Os participantes foram
divididos aleatoriamente em dois grupos para receber: 1) Treinamento olfatério associado a
acido alfa-lipoico 600 mg por dia (grupo intervencao); ou 2) Treinamento olfatorio associado
a capsulas de placebo 600 mg por dia (grupo comparacao), ambos durante 12 semanas. Quinze
individuos do grupo intervencéo e treze individuos do grupo comparacdo foram excluidos
durante o periodo de acompanhamento. Quarenta e nove pacientes foram analisados no grupo
de tratamento de intervencdo, enquanto 51 pacientes foram analisados no grupo comparagéo

para avaliar a recuperacédo da disfuncéo olfativa (FIGURA 1).

De acordo com a Tabela 1, a média de idade foi de 38,2 + 11,3 e 39,9 £ 13,3 anos nos
grupos intervencdo e controle, respectivamente, sem diferenca significativa entre os dois
grupos (p = 0,44). A duracdo da perda de olfato foi de 8 [5-12] meses no grupo intervencdo e
de 7 [5-10,5] meses no grupo comparacao (p = 0,39). Havia 79,6% e 84,3% dos pacientes do
sexo feminino nos grupos intervencdo e controle, respetivamente (p = 0,83). Foram registados
efeitos colaterais em ambos os grupos. Os mais frequentes foram a dispepsia (queimacdo no
estbmago e azia) em ambos os grupos (26,5% no grupo intervencdo; 7,8% no grupo

comparacdo), p=0,13.

Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s dois grupos nos
seguintes critérios: 1) gravidade da COVID-19 (p = 0,27); 2) pontuacdo CCCRC (p = 0,84); 3)
gravidade da perda olfativa (p = 0,49) e 4) pontuacdo EVA (p = 0,58) no momento da admissdo

do estudo.
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TABELA 1 - Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos grupos intervencdo e comparacao

VARIAVEL Intervencdo Comparacdo p-valor
(n=49) (n=51)

Idade, média (DP), anos 38,2 £113 39,9+13,3 a 0,44

Mulheres, frequéncia (%) 79,6 84,3 b0,33

Mivel de escolaridade

<4 anos, (%) 2,5 2,6

4-7 anos, (%) 0 5,3 c 0,83
8-11 anos, (%) 15 15,8

=12 anos, (%) 82,5 76,3

Método diagndstico da COVID-19

RT-PCR, % 65,3 72,5 b 0,15
Teste de Antigeno, (%) 34,7 27,5
Duragao da perda de olfato [IQR], 8 [5-12] 7 [5-10,5] d 0,39
meses

Gravidade da COVID-19

Leve, (%) 53,9 96,1

Moderada, (%) 6,1 3,9 c0,27

Grave, (%) 0 0
Parosmia, (%) 57,1 49 b 0,19
Disgeusia, (%) 53,2 60,8 b0,73
Escore CCCRC na admissdo do 2,7+15 2,9+1,4 a 0,84
estudo, média (DP)

Limiar olfatorio, média (DP) 21,4 1,9+1,3 a 0,89

Identificacao, média, (DP) 34+ 1,9 38+19 a 0,65

Classificacdo olfatdria na admissao

do estudo
Hiposmia leve, (%6) 8,2 9,8
Hiposmia moderada, (%) 18,4 19,6
Hiposmia grave, (%) 53,1 54,9 b 0,49
Anosmia, (%) 20,4 15,7
Pontuacdo EVA, mediana [IQR] 2,5 [0-5] 3 [1-5] d 0,58

Abreviagdes: DP, desvio-padrédo; IQR: intervalo interquartil; RT-PCR: reverse transcription
polymerase chain reaction; COVID-19: Coronavirus Disease 2019; CCCRC: Connecticut

Chemosensory Clinical Research Center; EVA: Escala visual analdgica.
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a Teste T de Student; b X2 teste; ¢ Teste Exato de Fisher; d Teste U de Wilcoxon-Mann-

Whitney

A Tabela 2 mostra os escores olfativos de acordo com o teste de Connecticut e a EVA

no periodo de acompanhamento. Ao comparar as pontua¢fes médias do teste do olfato com

base na CCCRC, ambos os grupos melhoraram a pontuacdo da CCCRC (p=0,000), o limiar

olfativo (p=0,000), a pontuacdo de identificacdo (p=0,000) e a pontuacdo da EVA (p=0,000)

12 semanas apds o tratamento.

TABELA 2- Comparacdo da evolucéo olfatoria baseado no Teste de Connecticut e EVA dos

grupos intervencdo e comparacao

Avaliacdo Olfatoria Admissdo Final (12 p-valor p-valor
no estudo  semanas) dentro do entre os grupos
grupo (a) (a)

Escore CCCRC, média (DP)

Intervengdo (TOHALA) 2,7+ 1,5 4, . p<0,001

Comparagao (TO) 29+1,4  43+1, p<0,001 p=0,63
Limiar olfatorio, média (DP)

Intervengdo (TOHALA) 21,4 42=1,7 p<0,001 p=0,50

Comparagdo (TO) 1,9+ 1,3 3,8+19 p<0,001
Identificacdo, média (DP)

Intervengdo (TO+ALA) 3419 4915 p<0,001

Comparagdo (TO) 38+19 49=18 p<0,001 p=0,96
Pontuacio EVA, mediana, [IQR]

Intervengdo (TOHALA) 2,5 [0-53] o [4-8] p<0,001 p=0,57

Comparagao (TO) 3 [1-5] 8,5 [3-8] p<0,001

Abreviacdes: DP: desvio-padrdo; TO: treinamento olfatério; ALA: &cido alfa-lipoico; IQR:

intervalo interquartil; EVA: escala visual analdgica.

a Analise de Variancia (ANOVA) e post-hoc teste de Sidak

Todos os desfechos da avaliacdo olfatoria apresentaram diferenca estatisticamente

significativa apds as 12 semanas do estudo: o escore de Connecticut (CCCRC) (p<0,001), o

limiar olfatorio (p<0,001), a identificacdo de odores (p<0,001) e pontua¢do EVA (p<0,001).
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Né&o foram encontradas diferencas significativas na variacdo do CCCRC inicial e final
entre 0s grupos intervencao e comparacdo (p=0,63). Além disso, também néo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos nas pontuagdes relativas ao limiar olfativo,

a identificagdo e a pontuacdo da EVA (p=0,50, 0,96 e 0,97, respectivamente).

A variacgdo do escore de Connecticut foi de 1,5 +- 1,1 para o grupo intervencao e 1,2 +-
1,3 para o grupo de comparacdo (p=0,48). A variacdo da pontuacdo da EVA foi de 3 [1,5-5] no
grupo intervencdo e 3 [1,1- 4,7] no grupo de comparagdo (p=0,64). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os desfechos olfatorios nos grupos intervencdo e

comparacdo, vide Tabela 3.

TABELA 3- Desfecho terapéutico dos pacientes do estudo

Desfecho Intervencao Comparacdo p-valor
(n=64) [n=64)
Escore de Connecticut final, média 4,6+ 1,2 4,32+-1,6 a 0,41
(DP)
Limiar olfativo, média [DP) 4,1+-1,6 3,7+1,9 a0,79
Identificacdo, média (DP) 5+-2,5 5+-3 c 0,97
Variacdo do Score de Connecticut, 1,5+1,1 1,2+-1,3 a 0,48
média (DP)
EVA final, média (DP) 5,9+-2,7 6,1+-2,4 a 0,86
Variacdo EVA, mediana (IQR) 3[1,5-5] 3[1,1-4,7] c 0,64
Parosmia final
Presente, com melhora, % 23,3 32,6 k0,61
Ausente, % 74,4 61,8 b 0,61
Mormosmia, %o 16 16,3 k0,324

Abreviagoes: DP, desvio-padréo; IQR, intervalo interquartil.

a Teste t de Student b Teste Exato de Fisher ¢ U de Willcoxon-Mann-Whitney

As Figuras 2 e 3 mostram a distribuicdo gréafica da classificacdo olfatoria em ambos 0s
grupos ao longo do estudo e a Figura 4, um boxplot que representa o resultado comparativo

final deste estudo.



FIGURAS 2 E 3- Classificagdo olfatoria inicial e final
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FIGURA 4- Boxplot com a evolucdo do score de Connecticut nos dois grupos
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Na admissdo do estudo, anosmia foi registrada em 20,4% e 15,7% pacientes dos grupos
intervengéo e comparacao, respectivamente (vide TABELA 1). No final do estudo, a frequéncia
de anosmia diminuiu para 2% no grupo intervencao e para 7,8% no grupo comparacgao (dados
ndo mostrados em Tabela). No grupo intervencédo, 16,8% dos pacientes atingiram normosmia;
no grupo comparacdo, 15,7%. (TABELA 3).

Também ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos no que

diz respeito a gravidade da perda de olfato durante o periodo de seguimento.

VII. DISCUSSAO

Este estudo € o primeiro ensaio clinico randomizado a avaliar o efeito do acido alfa-
lipoico como adjuvante ao treinamento olfatorio na recuperacdo da perda de olfato pds-
COVID-19.
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Aqui, encontramos fortes diferencas estatisticamente significativas nos escores de
Connecticut e escala visual analégica no periodo de acompanhamento em ambos 0s grupos.
Comparando os escores médios dos testes de olfato, ambos os grupos melhoraram a pontuacao
geral do teste de Connecticut (p < 0,001), bem como seus dois dominios: o limiar olfatorio (p
< 0,001) e o escore de identificacdo (p < 0,001). Além disso, a pontuacdo da escala visual
analogica também melhorou apo6s 12 semanas de tratamento nos dois grupos (p < 0,001). Ao
final do estudo, 16,3% do grupo intervencdo e 15,7% do grupo comparacdo atingiram a

normosmia.

Em 2002, Hummel et al. concluiram que o &cido alfa-lipdico (ALA) pode ser util em
pacientes com perda olfatoria pds-viral. (Hummel, 2002). Neste estudo classico, foi realizado
um ensaio clinico prospectivo ndo cego, com apenas 23 pacientes incluidos. Desde entdo, nao

foram realizados outros ensaios clinicos que testaram o &cido alfa-lipoico na func¢éo olfatdria.

O 4cido alfa-lipdico é um &cido graxo que penetra na barreira hemato-encefélica. E
metabolizado na célula para o seu metabdlito ativo, o acido dihidro-lipdico (DHLA). (Salehi,
2019). Tanto o ALA como o DHLA tém um papel determinante no metabolismo oxidativo
celular. Enquanto o ALA reduz o oxigénio singlete, o peroxinitrito, o acido hipocloroso e o0s
radicais hidroxila, o DHLA diminui o superdxido e os radicais peroxil, e regenera a vitamina
E, elevando as concentraces intracelulares de glutationa. (Moura, 2015). Assim, tanto o ALA

como o DHLA apresentam propriedades Uteis na reparacao de lesdes oxidativas.

Apesar de sua propriedade antioxidante e de ter um estudo classico apontando
beneficios do seu uso, o &cido alfa-lipoico no nosso estudo ndo apontou resultados

estatisticamente significativos como adjuvante ao treinamento olfatério.

Apesar de termos encontrado resultados negativos para o uso &cido alfa-lipbico como
adjuvante na recuperacdo da perda do olfato devido a COVID-19, os nossos resultados
confirmam a seguranca do treinamento olfatorio. Trata-se de uma terapia simples, de custo
relativamente baixo, indicada pelo otorrinolaringologista ou por médicos que cuidam de

pacientes com perda de olfato.

De acordo com o Consenso Britanico de perda de olfato publicado pela Sociedade
Britanica de Rinologia (Hopkins, 2021), o treinamento olfatério é recomendado para pacientes

com perda de olfato com tempo superior a 2 semanas. Os beneficios do treinamento olfatério
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se baseiam na capacidade dessa terapia em estimular a regeneracao dos neurénios olfatorios e

a maior expressdo dos seus receptores. (Altundag, 2015, Hummel, 2009).

Zhang et. al., 2021, publicaram uma recente revisao sistematica com meta-analise sobre
a eficécia e a seguranca do treinamento olfatdrio para pacientes com COVID-19 com disturbios
do olfato. (Zhang, 2021). O nosso estudo é consistente com esses achados de trabalhos

anteriores a favor do treinamento olfatorio na recuperacéo da perda do olfato.

Esta pesquisa, contudo, tem algumas limitagdes. Em primeiro lugar, quando a
iniciamos, ndo havia nenhum estudo publicado sobre treinamento olfatério ou sobre o cido
alfa-lipoico na recuperacdo da perda do olfato p6s-COVID-19. Por isso, o calculo do tamanho
da amostra trouxe dificuldades. Esperavamos um efeito de grande dimensédo na utilizacdo do
acido alfa-lipdico. Embora isso tenha impactado o tamanho amostral, os resultados sugerem
um efeito positivo do treinamento olfatério. Em um contexto em que a formagdo médica
tradicional supervaloriza a intervencdo medicamentosa, este estudo aponta que as terapias

complementares ndo podem ser descartadas ou subestimadas.

Também é uma limitacdo do nosso estudo ndo ter tido um grupo de controle em que
pudéssemos observar apenas a recuperacao espontanea. Deparamo-nos com um problema ético

em deixar parte dos participantes sem qualquer tratamento promissor. Por isso, ndo o fizemos.

Nosso estudo € o primeiro ensaio duplo-cego randomizado a avaliar o acido alfa-lipoico
como tratamento adjuvante para disturbios olfatérios de longa duracdo em pacientes com
COVID-19.

Dada a elevada incidéncia desta infeccdo na populacdo, existe um nimero significativo

e crescente de doentes com perturbacdes olfatdrias persistentes que necessitardao de tratamento.
VIIl. PROPOSTAS DE ESTUDO

N&o foram avaliados os efeitos do &cido alfa-lipoico e do treino olfatorio em

perturbagdes qualitativas, como a parosmia. Planejamos apresenta-lo em um outro estudo.
IX. CONCLUSOES

No nosso estudo, treinamento olfatério isolado ou associado a acido-alfa lipoico
melhorou significativamente o resultado do teste olfatorio de Connecticut e a pontuacéo pela
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escala visual analdgica, apos 12 semanas de tratamento. Entretanto, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa nos dois grupos.

Embora, no final da intervencdo, a anosmia tenha sido registrada em 2% no grupo
intervencgéo contra 7,8% no grupo comparagéo, ndo foram encontradas diferencas significativas

entre 0s dois grupos.

Nossos resultados reforcam a importancia do treinamento olfatério para recuperagédo da

perda de olfato p6s-COVID-19, especialmente a longo prazo.

Por fim, recomendamos a realizacdo de mais ensaios clinicos randomizados para

reproduzir esses resultados.
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