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RESUMO

A determinagéo da fracgéo exalada de oOxido nitrico (FEyg) € amplamente utilizada como um

biomarcador da inflamagédo eosinofilica das vias aéreas. Alguns estudos sugerem que a
producédo de éxido nitrico (NO) é influenciada pelas variagdes ciclicas hormonais na mulher,

porém os dados ndo sdo consensuais.

Deste modo, o objectivo do nosso estudo foi avaliar como varia a FEyg ao longo do ciclo

menstrual. Com esta finalidade, avaliamos um grupo de 20 voluntarias, em idade fértil, com
ciclo menstrual regular, ndo fumadoras, que nao utilizavam contraceptivos hormonais, nem
suplementos alimentares e/ou medicamentosos e que ndo se encontravam gravidas, nem a

amamentar. Todas referiram n&o ter conhecimento de qualquer patologia que afecte a FEyg. A

existéncia de atopia foi controlada através de testes cutaneos por prick, tendo-se excluido as

participantes que apresentaram testes positivos.

Realizamos quatro visitas de estudo, com base na periodicidade do ciclo de cada participante,
nas quais, efectuamos a determinagédo da FEyn, a quantificagdo dos niveis plasmaticos de
oxido nitrico e nitratos (NO/NOg3) e o doseamento hormonal de 17(3-estradiol e progesterona.
As avaliagdes realizaram-se no periodo da manha, em jejum absoluto, tendo respeitado uma
dieta pobre em nitratos no dia anterior e abstido da pratica de exercicio vigoroso uma hora

antes da avaliacao.

Com este trabalho, verificamos um aumento significativo da FEyg na fase secretora (17.97 ppb

t 5.8) comparativamente com a fase menstrual e proliferativa (16.48 ppb + 3.6 e 15.95 ppb
12.8, respectivamente). Nao observamos variagdes significativas dos niveis plasmaticos de

NO/NO;" ao longo do ciclo. Constatamos uma correlagdo positiva entre a FEyg € 0s niveis

plasméticos de NO/NO;” durante a ovulagéo e verificamos que, para a nossa amostra, o0s niveis

hormonais de estradiol e progesterona nio séo preditores do valor da FEyp, nem dos niveis

plasméticos de NO/NOs'.

Os resultados deste trabalho mostram uma variagdo da FEyg ao longo do ciclo, ainda assim,

mantendo-se os seus valores dentro do intervalo de referéncia, reforcando a fiabilidade deste

biomarcador.

Palavras chave: Fracgao exalada de 6xido nitrico, niveis plasmaticos de 6xido nitrico e nitratos,

ciclo menstrual, estradiol, progesterona
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ABSTRACT

The determination of fractional exhaled nitric oxide (FEyp) is widely used as a biomarker of

eosinophilic airway inflammation. Some studies suggest that nitric oxide (NO) is influenced by

cyclical hormonal changes in women, but those are not consensual.

The aim of our study was to assess how FE\q varies throughout the menstrual cycle. With this
purpose, we studied a group of 20 volunteers within childbearing age, with regular menstrual
cycle, non-smokers, who were not taking any medications including hormonal contraception and
food supplements and who were not pregnant or breast-feeding. All participants reported not

being aware of any condition that could affect the FEy\o. The presence of atopy was controlled

by a skin prick test, having been excluded participants with positive test.

We conducted four study visits, based on the periodicity of the cycle of each participant. In each

visit, we made the determination of the FEyq, the quantification of plasmatic levels of nitric oxide

and nitrates (NO/NO3’) and the blood levels of hormone estradiol-173 and progesterone. The
evaluations occurred at morning, after overnight fasting. The participants were request to follow
a low-nitrate diet in the previous day and refrained from vigorous exercise, for at least one hour

before the visit

We found a significant increase of FEyg on secretory phase (17.97 ppb * 5.8) compared with

the menstrual and proliferative phase (16.48 ppb * 3.6 and 15.95 ppb * 2.8, respectively). No
significant variations were found throughout the menstrual cycle in plasmatic levels of NO/NO;'.

We found a positive correlation between FEyo and plasmatic levels of NO/NOz; during

ovulation. Finally, in our sample, the levels of oestradiol and progesterone are not predictors of

FEno value nor of plasmatic levels of NO/NOg'.

This study shows a variation of FEyq over the menstrual cycle, nevertheless, the values remain

within the reference range, reinforcing the reliability of this biomarker.

Keywords: Fractional exhaled nitric oxide, plasmatic levels of nitric oxide and nitrates, menstrual

cycle, oestradiol, progesterone
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ABREVIATURAS USADAS

ARDS - Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda
ATS — American Thoracic Society

cNOS — Sintetase constitutiva do Oxido Nitrico

DP — Desvio padrao

DPOC — Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica

E2 — Estradiol

ECLIA — Método de electroquimioluminescéncia
ecNOS - Sintetase constitutiva endotelial do Oxido Nitrico
EDRF — Factor de Relaxamento Derivado do Endotélio
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

ERS - European Respiratory Society

Feyo — Fracgdo Exalada de Oxido Nitrico

FEno, o5 — Fraccao Exalada de Oxido Nitrico com um débito expiratério de 5045 mL/s

FSH — Hormona foliculoestimulante

GnRH — Hormona libertadora de gonadotrofinas
HIV — Virus da imunodeficiéncia humana
I.C. — Intervalo de confianga

IMC — indice de massa corporal

iNOS — Sintetase inductivel do Oxido Nitrico
LH — Hormona luteinizante

In — Logaritmo natural

M — Média amostral

mL/s — Mililitro por segundo

NaNO; — Nitrato de sédio

ncNOS — Sintetase constitutiva neuronal do Oxido Nitrico
ng/ml — Nanograma por mililitro

NO — Oxido Nitrico

NO2" — Nitritos

NOs™ — Nitratos

NOS - Sintetase do Oxido Nitrico

O3 — Ozono

pg/ml — Picograma por mililitro

ppb — partes por bilido

Prog — Progesterona

rpm — Rotagdes por minuto

RV — Volume residual

SW — Shapiro-Wilk

TLC — Capacidade pulmonar total

VCL; — Tricloreto de vanadio

pl — Microlitro

pmol — Micromol
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INTRODUCAO

A determinagéo da fracgéo exalada de oOxido nitrico (FEyg) € amplamente utilizada como um

biomarcador da inflamacao eosinofilica das vias aéreas.

Diversos factores influenciam a determinagdo da FEyq, inclusivamente as variagbes do ciclo

menstrual.” ® Segundo as Gltimas recomendagées da American Thoracic Society (ATS) e da

European Respiratory Society (ERS), em 2005,” a relagdo entre os niveis da FEyn e as

variagbes ciclicas hormonais na mulher ndo é consensual, recomendando o registo das
caracteristicas individuais do paciente no momento do exame. No entanto, a interpretacao dos

resultados ndo tem em conta tais influéncias.

Estudos epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia da asma antes da puberdade é mais

frequente no sexo masculino, verificando-se o contrario durante a idade fértil na mulher.®

Outros estudos referem que os niveis de estrogénio podem contribuir para o aumento da
prevaléncia da asma no sexo feminino e que 30 a 40% das mulheres asmaticas sofrem

agravamento da sintomatologia asmatica na fase pré-menstrual — luteinica.®

Alguns estudos sugerem que os contraceptivos orais tém um ligeiro efeito benéfico nos casos
de asma pré menstrual e de asma moderada, contudo, em casos de asma mais grave 0S

contraceptivos orais podem potenciar a severidade da asma.®”

Os estudos realizados sobre este tema em sujeitos saudaveis nao observaram variagcoes

ciclicas significativas na FEynp, nem nos niveis plasmaticos de nitratos durante o ciclo

menstrual.®" ¥ Contudo, estes estudos utilizaram diferentes metodologias para a determinagao

da FEyg € néo controlaram a dieta pobre em nitratos como um importante factor que influencia

o 6xido nitrico (NO), sendo dificil a sua comparagéo.

Sendo o NO um marcador da inflamagéo brénquica, com elevada sensibilidade na detecgéo da
perda de controlo sobre a doenca asmatica, pretendemos, a partir de um melhor conhecimento

de como o ciclo menstrual influencia a determinagdo da FEyg — numa populagdo de mulheres

saudaveis —, poder contribuir para uma melhor interpretacdo e classificacdo da inflamacgéo

brénquica.

11
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CAPITULO |

1. OXIDO NITRICO

O estudo da producéo enddgena de NO teve o seu inicio em 1980, com a descoberta de uma
poderosa substancia vasodilatadora produzida pelo endotélio vascular, que foi denominada
factor de relaxamento derivado do endotélio (EDRF).“O) Esta molécula foi, 7 anos mais tarde,

identificada como NO.""

A presenca de NO no ar exalado foi pela primeira vez descrita em 1991 por Gustafsson e
colaboradores.'? Posteriormente, varios estudos constataram a existéncia de niveis elevados

de NO em doencas do foro respiratério, como a asma brénquica.*'®

Alguns autores confirmaram que os niveis elevados de NO exalado em asmaticos derivam
predominantemente do tracto respiratdrio inferior, sendo estes comparaveis com os obtidos por

broncofibroscopia.!'’

O NO é sintetizado a partir de um aminoé&cido essencial, a L-arginina, sob a ac¢do de enzimas
cataliticas, as NO sintetases (NOS), levando a formagao de NO e L-citrulina (Figura 7). Existem
duas classes isotipicas da sintetase do NO, as constitutivas (cNOS) e as inductiveis (iNOS). A
cNOS é expressa nalgumas células nervosas — sintetase constitutiva neuronal (ncNOS ou NOS
tipo I) — e endoteliais — sintetase constitutiva endotelial (ecNOS ou NOS tipo Ill) — e medeia
diversas fungoes fisiolégicas, como neurotransmissor, € na regulagdo do ténus vascular e do
musculo liso brénquico. A iINOS (NOS tipo Il) apresenta-se nos macréfagos, neutréfilos,

endotélio e musculo liso vascular e expressa-se nos estados inflamatérios (Figura 2).2°%

NO Sintetase
L-arginina > NO + L-citrulina
NADPH, O,

Figura 1 — Sintese de NO

12
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3 isoformas da NOS

Constitutivas (cNOS) Inductiveis (iNOS)
ou
NOS Tipo I
Neuronal (ncNOS) Endotelial (ecNOS)
ou ou
NOS Tipo | NOS Tipo I
) Regulacéo do .
Neurotransmissor Imunotoxicidade

Ténus Vascular

Figura 2 — Isoformas da enzima sintetase do NO

1.1. Fracgao Exalada de Oxido Nitrico

A determinagcdo da FEyg tem demonstrado ser vantajosa, ja que se trata de uma técnica

validada, simples, ndo invasiva, muito bem tolerada, reprodutivel, com resultados imediatos e
exacta, podendo ser efectuada repetidamente e aplicada em criangas e em pacientes com
obstrugao severa, que néo tolerem técnicas invasivas. Fornece informagdo que complementa
os testes de fungéo respiratoria convencionais, nomeadamente em pacientes com queixas
respiratérias nao especificas, e permite adequar e monitorizar a resposta a terapéutica anti-

inflamatéria.®¥

No entanto, varios estudos demonstraram que determinados procedimentos e factores

influenciam a FEyg (Tabela 7). **¥ Neste sentido, a ATS/ERS,® em 2005, desenvolveram

recomendagdes para a sua determinagdo. Contudo, no que respeita a influéncia das varia¢des

ciclicas hormonais na mulher, os dados n&o sio consensuais.?

13
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Tabela 1 — Procedimentos e factores que afectam a FEy

FE\ o aumentada FEno diminuida
Factores Técnicos
e Débito expiratério baixo e Débito expiratorio elevado
e  Apneia
Modulador de NO
e  L-arginina ingerida por sujeitos normais e Inibidores NOS inalados ou i.v.

e  Corticéides inalados ou orais
Factores Fisiolégicos
e  Variagdo do ciclo menstrual e  Variacdo do ciclo menstrual
e  Apneia e Tabaco
e Ingestao elevada de éalcool

Patologias
e Asma . Esclerose sistémica com hipertensdo pulmonar
e  Provocagao com alergenos e  Fibrose quistica
e  Atopia e Disquinésia ciliar primaria
. Rinite alérgica . Infecgéo por HIV
. Infecgao do tracto respiratério superior e ARDS

. Infecgao viral do tracto respiratério inferior
e Alveolites fibrosantes

e  Tuberculose pulmonar activa

e  Sarcoidose pulmonar

. Rejeicao de transplante pulmonar

FEpp.normal ou aumentada FEpp.normal ou diminuida

e  Exercicio fisico
e  Bronquiectasias e Doenga pulmonar obstrutiva crénica estavel
e  Exacerbacdo de doenga pulmonar obstrutiva

cronica

9)

De acordo com Buchvald e colaboradores,® os niveis da FENno @aumentam com a idade em

sujeitos entre os 4 e 0s 17 anos, de 15 partes por bilido (ppb) nos mais jovens, para 25 ppb nos
adolescentes, correspondendo a um aumento médio de 1 ppb por ano. Contudo, para a
populacdo adulta, os estudos que pretendem estabelecer valores de referéncia ndo evidenciam

tal relagdo com a idade.®* 3%

Outros factores que influenciam a FEyp s&0 os exames funcionais respiratorios,

(31, 32)

nomeadamente as manobras espirométricas, bem como os testes de provocacao

brénquica ®Y entre outros. Estes procedimentos podem induzir broncoconstricédo e condicionar,

transitoriamente, uma diminuigdo dos valores da FEyg.

Diversos estudos tém demonstrado uma diminuigdo significativa dos niveis da FEyg apos

terapéutica anti-inflamatéria em doentes asmaticos, sendo essa redugcdo dose-dependente.

14
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Deste modo, a determinagéo da FEyn assume-se como um marcador extremamente sensivel e

rapido na monitorizagdo dos efeitos do tratamento com corticodes,?” constituindo uma
ferramenta importante na detec¢do da nao adesao a terapéutica.

3)

A atopia € outro factor que influencia a FEyo. Segundo Gratziou,®® os niveis do NO exalado

estdo significativamente mais elevados em pacientes atopicos com asma e/ou rinite,

comparativamente com pacientes nao atépicos.

Segundo Vints,®® uma dieta rica em nitratos, sobretudo vegetais como a alface, espinafres,

brocolos, condiciona um aumento dos niveis da FEyo de cerca de 60%, nas duas horas

subsequentes a sua ingestao, retornando a valores basais, somente 20 horas depois.

26, 35

A ingestao de alcool parece diminuir os niveis da FENO,( ) ja que o etanol tem um efeito

inibidor da iINOS. Dados contraditérios sobre a ingestao de bebidas, como 4gua e cafeina,***®

antes da determinagdo da FEy levou a que as recomendagbes da ATS/ERS® aconselhassem

a nao ingerir bebidas uma hora antes da avaliagéo.

Relativamente ao tabagismo, diversos estudos referem uma reducgéo significativa nos niveis da

39-41) Os ex-

FEno em sujeitos normais, redugdo esta relativa ao numero de cigarros fumados.‘
fumadores e os fumadores passivos também apresentam uma redugéo dos niveis da FE\,

contudo, observa-se uma normalizacao dos valores, nos fumadores-passivos, 30 minutos apos

a exposicdo ao fumo.“%*"

De acordo com a ATS/ERS,® a pratica de exercicio fisico vigoroso é desaconselhada pelo

menos uma hora antes da determinag&o da FEyq, pois 0s dados sobre a sua influencia neste

marcador ndo sdo consensuais.

1.2. Oxido Nitrico e Nitratos

Os nitratos (NOj3) sdo metabolitos do NO, utilizados como marcadores da actividade endotelial

e, de acordo com alguns autores, a FEyo esta fortemente relacionada com os niveis

plasmaticos de NOz.*?

Os niveis de NO3 nos fluidos fisiolégicos, nomeadamente plasma e urina, tém sido
determinados como indice da produg¢édo de NO, uma vez que a determinagao de NO nos fluidos
fisiolégicos é dificil, pois trata-se de uma molécula com um tempo de vida curto, decompondo-

se rapidamente em nitritos (NO,) e NO;y  in vivo.?®
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Contudo, vérios estudos referem que a determinacao dos niveis de NO,/NOj, quer no plasma,

349 Segundo Wang e colaboradores,*

quer na urina, podem ser influenciados pela dieta.’ a
medi¢cdo dos metabolitos do NO no plasma deve ser efectuada apés uma dieta pobre em
nitratos de pelo menos 4 dias, diminuindo deste modo a variagdo da producdo de NO inter e
intra sujeitos. Segundo Heller et al.,“** os niveis de NO,/NOj3 diminuem aproximadamente 30%
num periodo de jejum de 24 horas, em que os participantes ingeriram apenas agua mineral

com baixa concentragédo de nitratos.

Tsikas e colaboradores'*® referem que as determinagées das concentragées de NO, e NO5
devem ser realizadas sob uma dieta pobre em nitritos e nitratos. Neste trabalho, um grupo de
voluntarios efectuou, no dia anterior a colheita das amostras, uma dieta pobre em nitratos, com
uma dose diaria de 26 mg. Os niveis de NO,/NOj3, no plasma e na urina foram neste grupo

significativamente menores que os do grupo que néo efectuou uma dieta controlada.
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2. CICLO MENSTRUAL

O ciclo menstrual envolve mudancas ciclicas no Utero e nos ovarios e, deste modo, podemos
considerar um ciclo ovarico e um ciclo endometrial ou uterino. O ciclo ovarico inclui a fase
folicular e a fase luteinica, separadas pela ovulagdo. O ciclo endometrial inclui a fase

menstrual, proliferativa e secretora (Figura 3).(46)

Ovarian cycle Follicular phase Luteal phase

Corpus luteum —— @

Events in the ovary = =
—— Developing follicle

Menstrual Proliferative phase : Secretory phase Menstrual
Endometrial cycle phase ' Late (pre-  hpase
Early Advanced ; Early Middle menstrual)
<————— Approximately 14 days ———> - . Zona
Endometrial changes — - 7 t9pacha
§x
- Zona
spongiosa
Functional layer m { / pongi
Zona basalis
0 4 8-9 <14 5! 15-18 25 28-0 4

99 :
Basal body o8 f—_—\
temperature (°F) -

97 H

[Ovulation occurs on day Inﬂ

In Medical physiology. p.1 160.(46)

Figura 3 — Ciclo ovdrico e ciclo endometrial

2.1. Alteragdes Hormonais

O ciclo menstrual é regulado pela interac¢cdo das hormonas pituitarias (luteinizante — LH — e
foliculoestimulante — FSH) com as hormonas sexuais ovaricas (estradiol e progesterona)

(Figura 4).

O ciclo menstrual tem inicio com a fase folicular, primeira fase do ciclo ovarico. Esta fase tem
uma duragdo média de 14 dias, no entanto, é a fase do ciclo com duragdo mais variavel. No
inicio desta fase, a hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH), produzida pelo hipotalamo,
estimula a produg¢édo de hormona foliculoestimulante (FSH) e alguma hormona luteinizante (LH)
pela hipdfise. Os niveis de FSH e de LH aumentam ligeiramente, estimulando o

desenvolvimento de alguns foliculos.
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O foliculo em desenvolvimento produz quantidades crescentes de estradiol (estrogénio),
estimulando o crescimento e maturagdo do endométrio, correspondendo a fase proliferativa do
ciclo endometrial. Imediatamente antes da ovulacdo os niveis de estradiol aumentam
significativamente, levando a um aumento dos niveis de LH, desencadeando a ovulagdo nas 24
horas subsequentes.

A concentracao elevada de LH, por sua vez, estimula a passagem do foliculo a corpo lteo e,
para além da producdo de estradiol, observa-se a producdo de progesterona, ocorrendo
simultaneamente um aumento subito da FSH, desencadeando a segunda fase do ciclo ovérico,
a fase luteinica. Nesta fase, o0 aumento da progesterona leva ao espessamento do endométrio
e estimula a secrecao das glandulas do endométrio. A produgéo de estradiol e, principalmente,
progesterona vai inibir a producdo de GnRH pelo hipotalamo que, por sua vez, vai inibir a
producédo de FSH e LH.

A diminuicao significativa da produgao de LH, condiciona a degeneragéo do corpo IUteo e, por
conseguinte, a inibicdo da producao de estrogénios e progesterona (fase pré menstrual). Desta
forma, o endométrio deixa de ser estimulado, diminuindo o fornecimento de nutrientes as suas
células por contrac¢do dos seus vasos sanguineos. Os baixos niveis de estradiol e de

progesterona originam degeneracdo do endométrio, levando a menstruacao, iniciando-se um

: 46, 47
novo ciclo menstrual.“® 4"
Ovarian [ —— e
cycle | Follicular phasemm 1 Luteal phasg
* Ovulation
80 :
~LH  — Estradiol I
—FSH - Progesterone i
= Inhibin H
LH
FSH 60 |
(mU/ml) i

Estradiol

(pg/mi)

Progesterone

(ng/ml)

40 1000 10

800 -8

Inhibin 600 6
(ng/ml) 20 =

1600 400 - 4

800 200 2

0 0 : 0 40

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28-0
Days

Endometrial I : 7 - T
cycle LfviensefJ Praliferative phase _§gcretor\{ pﬁaf;

In Medical physiology. p.1 146.(46)

Figura 4 — Alteragées hormonais durante o ciclo menstrual
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3. OXIDO NiTRICO E CICLO MENSTRUAL

De acordo com a ATS/ERS (2005),® é recomendavel o registo das caracteristicas individuais

do paciente aquando da determinagéo da FEyg, uma vez que esta € influenciada por diversos

factores, entre os quais o ciclo menstrual. Alguns estudos tém sido realizados nesta area,
sugerindo que as variagdes hormonais ciclicas fazem variar o NO.

Segundo O’Connor,“®

cerca de 40% de mulheres asmaticas sofrem um agravamento dos
sintomas na fase pré menstrual, verificando-se uma deterioragdo da funcao respiratéria entre o
7° e 0 102 dia antes da menstruacao, ocorrendo um pico da sintomatologia entre 0 2% e 0 3° dia
antes do inicio da menstruagéo. Tal facto, segundo os autores, pode ser devido a queda subita
dos niveis de progesterona no plasma no final da fase luteinica.

O trabalho de Oguzulgen et al.*®

vem reforcar estes dados. Neste estudo, um grupo de
mulheres com queixas de asma pré menstrual, com idades entre os 17 e os 40 anos, com
ciclos menstruais regulares, que nao utilizavam terapéutica hormonal incluindo anticonceptivos
orais, nem anti-histaminicos, foram submetidas a avaliagdo funcional respiratéria ao sétimo dia
apds a menstruacao e entre 0 23°% e 29° dia do mesmo ciclo. Todas as determinagbes foram
realizadas no mesmo periodo do dia e os sujeitos nao ingeriram alimentos contendo cafeina

nas 12 horas anteriores. No que se refere a FEyq, verificaram niveis significativamente mais

elevados antes da menstruacdo (fase luteinica) comparativamente com os obtidos apds a
menstruacao (fase folicular).

)

Estes resultados sdo corroborados pela equipa de Mandhane,”® onde verificaram uma

associagao entre o aumento dos niveis de estradiol com a diminuicdo da FEy, enquanto que o
aumento dos niveis de progesterona associaram-se com o aumento dos niveis da FEyo. Neste

estudo foram avaliadas diariamente, durante um ciclo menstrual, 17 mulheres asmaéticas, das

quais 8 n&o utilizavam contraceptivos orais.

No entanto, Kharitonov e colegas,®" utilizando um grupo de voluntarias saudaveis, mostraram
que os niveis de pico de NO exalado eram significativamente mais elevados no meio do ciclo -
compreendendo o ultimo terco da fase folicular e o inicio da fase luteinica —, quando

comparados com os produzidos durante a menstruagéao.

Também em sujeitos saudaveis, dados semelhantes sao reportados pela equipa de Antczak,®®

que referem um aumento significativo da FEyg a meio do ciclo (pré ovulagéo e ovulagdo), onde

a concentracdo de estrogénio no sangue € mais elevada, comparativamente com os valores
obtidos na fase luteinica (primeiro terco da fase secretora e periodo pré menstrual) e durante a

menstruagao.
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Relativamente aos niveis plasmaticos de NO, alguns autores referem uma reducao significativa
no 212 dia do ciclo, correlacionando-se negativamente com a progesterona.®® Outros referem
um aumento dos niveis de NO, e NOj plasméticos com o desenvolvimento folicular, mediado
pelo estradiol.®* Outros, ainda, reportam um aumento significativo da concentragdo plasmatica

de NO5 um dia apés a detecgéo urinaria de LH, correspondendo ao pico ovulatério.®®

Estes dados sdo também verificados por Manau et al.,®® que, num grupo de mulheres
candidatas a fertilizagéo in vitro, com ciclo ovulatério regular, reportou um aumento significativo

do NO plasmatico no final da fase folicular, num ciclo menstrual normal.

Um estudo sobre o impacto do stresse, género e ciclo menstrual no sistema imunolégico,
conduzido por Pehlivanoglu,®” verificou um aumento significativo dos niveis de NO plasmatico
e urinario na fase luteinica. Neste estudo, um grupo de mulheres com idades entre 25 e 35
anos, saudaveis, nao fumadoras, ndo medicadas e que ndo utilizavam anticonceptivos orais,
foram orientadas a tomar um pequeno-almogo leve e a abster-se de bebidas com cafeina nas
12 horas prévias ao exame. Foram efectuadas determina¢des do NO plasmatico e urinario na
fase folicular (5°-7° dia) e luteinica (21%-23° dia) do ciclo menstrual. As fases do ciclo foram

aferidas com determinagdes plasméticas dos niveis de estradiol e progesterona.

A equipa de Teran® vem reforcar estes dados, onde, num grupo de mulheres saudaveis,
verificaram niveis plasmaticos de NO menores na fase pré-ovulatéria em comparagdo com o

meio da fase luteinica.

Morris e a sua equipa® estudaram um grupo de mulheres normotensas, com um ciclo
menstrual regular, sem alteragcdes ultrassonograficas compativeis com ovarios poliquisticos,
com o objectivo de analisar a variagdo na produgédo de NO durante o ciclo menstrual. Foram
excluidas fumadoras ou mulheres expostas ao fumo de tabaco, asmaticas e com historia de
febre ou de infeccao respiratéria recente. O grupo foi orientado a n&o ingerir bebidas alcodlicas
e a evitar ambiente com tabaco durante o estudo. Foram determinados, em 30 dias

consecutivos, a FEyg, NO, e NOz na urina e esterdides sexuais femininos conjugados na
urina. Para a determinagéo da FEyg, apenas foi contabilizado um quarto do final da expiragéo,
com o objectivo de avaliar o gas alveolar. Este estudo ndo observou variagdes ciclicas na FEyg

durante o ciclo menstrual, referindo parecer ndo haver relagdo entre a producdo de hormonas

sexuais femininas e a sintese de NO, utilizando técnicas ndo invasivas.

Outro trabalho desenvolvido por Jilma et aI.,(g) centrou-se no estudo das diferencas sexuais na

producdo de NO, medindo a FEyg e os niveis plasmaticos de NO;. Aos participantes foi

efectuado um exame fisico pormenorizado. Foram excluidos os individuos com habitos

alcoodlicos ou tabagicos, que tivessem doado sangue ou a quem tivesse sido prescrita alguma
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medicacdo nos ultimos 3 meses, que tivessem efectuado alguma medicacdo ndo prescrita ou
experienciado alguma alteragdo clinica relevante nas dltimas trés semanas. Foram
incentivados a manter os habitos de exercicio e de dieta e a ndo tomar medicacdo nao
prescrita durante todo o estudo. As voluntérias apresentavam ciclo menstrual regular e nao
utilizavam anticonceptivos orais, pelo menos nos trés ciclos anteriores. Foram efectuadas trés
avaliagdes, a primeira realizou-se ao 7° dia do ciclo menstrual, a segunda um dia apés o
resultado positivo da medicdo da LH na urina ou, caso o teste ndo positivasse, até a terceira
manha apds a data prevista de ovulacédo e a terceira avaliagao, 9 dias depois. Contudo, neste

estudo n&o foram observadas alteragdes significativas na FEyg, nem nos niveis plasmaticos de

NOj; durante o ciclo menstrual.

Existem evidéncias que sugerem que a producdo de NO nas vias aéreas pode ser modulada

pelos niveis de estradiol na mulher.*® De acordo com Kirsch e colegas,®”

0 estrogénio
aumenta significativamente a actividade da eNOS, através de um processo que envolve a
estimulacdo de receptores de estrogénio expressos em células epiteliais das vias aéreas

humanas.

O estradiol é um activador rapido da ecNOS, levando ao aumento da producédo de NO. Este,
possui propriedades vasodilatadoras, fundamental para a hemostase cardiovascular.®® ©'
Alguns estudos sugerem que a acc¢ao dos estrogénios na producao de NO pode contribuir para

6368 Por outro lado, a

o baixo risco de eventos cardiovasculares em mulheres em idade fértil.‘
producdo de NO aumenta a secrecao glandular cervical, podendo ter implicagdes sobre a

fertilizagdo e a regulacio da fertilidade.®”

Tendo em conta os resultados contraditérios dos varios estudos (vide Tabela 2) e considerando
que em alguns destes trabalhos, o controlo de importantes factores que afectam a

determinag&o da FEyg ndo foram devidamente controlados, julgamos importante encetar um

estudo que procure avaliar com rigor a influéncia das variagdes hormonais ciclicas na mulher

neste marcador de inflamagéo.
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Tabela 2 — Sintese dos resultados dos trabalhos referenciados na reviséo bibliografica

Fases do ciclo menstrual

Jejum no dia da colheita

10 candidatas a

Autores Amostra Factores que afectam FE, . - »
No Menstrual l Proliferativa Ovulacéao | Secretora
Abstencao de alimentos contendo | ] [
11 mulheres com cafeina nas 12 h prévias : FE : : FE
(49) f 4 ; ; ; ! NO T NO
Oguzulgen et al. queixas de asma pré Ritmo circadiano | o ! 1 o
menstrual Influéncia de manobras espirométricas : (7°dia) : : (23-29° dia)
e teste de provocacéo brénquica | ) !
17 asmaticas : | i
Mandhane et al.®” (8 ndo utilizavam - I | Feygoom o 1 E2 ' 1Feygcomot Prog
anticonceptivos orais) : 1 1
Nao fumadoras I I [
; 1) Avei FE 1 FE 1
Kharitonov et al. 19 mulheres saudaveis Nio medicadas I FEnO : ! T FEnO !
Antczak et al.®? 15 mulheres saudaveis | Nao fumadoras I FEno : 1 FEno : | FEno
] T - ¥
Giusti et al.®® 37 mulheres saudéveis - ! | NONO plasr?atllco com
1 1 1 Prog (21° dia)
T B it T B Y]
Rosselli et al.¥ 7 mulheres saudéveis ) ; 1 NO/NO; p.Iasmatlco. com 1 | NO/NOs plasmético com
I o desenvolvimento folicular 1 1 Prog
Dieta pobre em nitratos e abstencao :
e .
Ekerhovd et al.®® 19 mulheres saudéveis | 0¢ 8xereicio fisico vigoroso nas 48 h ! NO/N(.DS )
prévias plasmético
I
|
|
|
1
|
|
|
|
I
|
|
|
|
I
I
|
1

1
|
|
|
1
|
e e Nao fumador | NO/NO.
Manau et al.®® fertilizagao in vitro com ao fumadoras o ! ! O/, (.)3
. s Nao praticam exercicio fisico intenso 1 plasmatico
ciclo ovulatério regular |
Nao fumadoras :
N&o medicadas I
= . . | . "
Pehlivanoglu et al.®” | 10 mulheres saudaveis Abstengao c,je. bebidas com cafeina I t NO/NOS. p!a.smatlco ©
nas 12 h prévias | urinario
Pequeno-almoco leve no dia da :
colheita 1
i :
(o NO/N ) "
Teran et al.®® 9 mulheres saudaveis - ! L NO/ . Qs 1 NO/NOj3’ plasmatico
| plasmatico
Abstencgéo de bebidas alcodlicas e ' " "
Morris et al.® 5 mulheres saudaveis evitar ambientes com tabaco durante Sem variagbes da FEy e dos niveis urinarios de NO; e NO3’
todo o estudo | | |
Jilma et al.® 21 mulheres saudaveis | Manter habitos de dieta e de exercicio : Sem variagbes da FEy € d051| niveis plasméticoél, de NO3’
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CAPITULO Il - METODOLOGIA

1. OBJECTIVO GERAL DO ESTUDO

O objectivo geral do presente estudo foi compreender como varia a fraccdo exalada de 6xido

nitrico (FEy() ao longo do ciclo menstrual.

1.1. Objectivos Especificos

Com este estudo pretendeu-se:
= Descrever a variagdo da fraccao exalada de éxido nitrico ao longo do ciclo menstrual;

= Descrever a relagédo entre niveis plasmaticos de 6xido nitrico e nitratos e as fases do

ciclo menstrual;

= Relacionar a fraccdo exalada de 6xido nitrico com os niveis plasmaticos de éxido

nitrico e nitratos ao longo das fases do ciclo menstrual;

= Determinar se a fracgéo exalada de 6xido nitrico varia em fungdo dos niveis hormonais

de estradiol e progesterona.

2. APRESENTACAO DO ESTUDO

2.1. Populacao

Individuos do sexo feminino em idade fértil.

2.2. Amostra

Foram estudados 20 individuos do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 18 e o0s
45 anos inclusive. Todos o0s sujeitos estudados cumpriram os critérios de inclusdo e de

exclusao abaixo descritos.

A amostra foi recolhida de forma nao probabilistica, pelo método de amostragem por

conveniéncia, entre alunos que frequentam o curso de Mestrado Integrado em Medicina da
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Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa e, entre colegas e amigas

que se voluntariaram para participar no presente estudo.

2.2.1. Critérios de Inclusao

= Sexo feminino;
= Ciclo menstrual regular;

= |dades entre 18 e 45 anos inclusive.

2.2.2. Critérios de Exclusao

= Gravidez;

= Amamentagéo;

= Utilizacdo de métodos anticonceptivos hormonais (ex: contraceptivos orais
combinados, contraceptivos orais progestativos, contraceptivos injectaveis, implantes
subcutaneos, dispositivos intrauterinos com progestativo);

= Toma de suplementos alimentares e/ou medicamentosos;

* Existéncia de alguma patologia que afecte a FEyg (ex: asma, atopia, rinite alérgica,

infeccdo do tracto respiratdrio superior, infeccdo viral do tracto respiratério inferior,
alveolites fibrosantes, tuberculose pulmonar activa, sarcoidose pulmonar, rejeicdo de
transplante pulmonar, esclerose sistémica com hipertensao pulmonar, fibrose quistica,
disquinésia ciliar primaria, infecgéo por HIV, ARDS, bronquiectasias, DPOC);

= Tabagismo activo;

= Alcoolismo.

2.3. Procedimentos

Para se atingirem os objectivos enunciados, desenhamos um protocolo de investigagcédo
humana, que foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Nova de Lisboa.

O protocolo constou de um estudo em painel, analitico e correlacional pretendendo descrever e

analisar a associagio entre as fases do ciclo menstrual e a FEyp, numa amostra de individuos

do sexo feminino, desde que preenchessem os critérios de inclusdo e de exclusao definidos.
A participacdo no estudo foi inteiramente voluntéaria. As participantes foi concedida toda a

informacao e esclarecimento sobre a natureza e objectivos da investigagédo, salientando a

liberdade de participacdo ou abandono no estudo. Todos os exames foram realizados apds
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explicagdo prévia de todos os procedimentos e assinatura do consentimento informado (vide

anexo ).

A identidade de cada participante foi mantida confidencial. O anonimato foi realizado mediante
atribuicdo de um cdédigo, constituido pelas duas primeiras letras do primeiro nome, seguidas
pelas duas primeiras letras do apelido e por um numero sequencial. Todos os dados foram
mantidos em sigilo, sendo apenas tratados através do referido cédigo, sem qualquer mencgéao

ao nome da participante.

Os dados obtidos neste estudo foram registados no Caderno de Registo de Dados e,
posteriormente, processados informaticamente. O arquivo de toda a documentacao relativa ao
participante foi da responsabilidade do investigador. Os documentos informaticos estao

protegidos com um cédigo.

O estudo decorreu no Departamento Universitario de Fisiopatologia da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Nova de Lisboa.

2.4. Desenho do Estudo

As participantes foram avaliadas durante um ciclo menstrual, respeitando o seguinte plano
(Figura 5):

» Visita de selecgéo (VS)

o Registo dos dados demograficos;

o Verificagado dos critérios de inclusao/exclusao;

o Assinatura do consentimento informado;

o Realizagdo de testes cutaneos para despiste de atopia (a atopia foi definida
como uma resposta positiva — papula de didmetro superior a 3 mm — a um ou
mais alérgenos);

o Medigao da pressao arterial;

o Estabelecimento do plano de visitas;

o Entrega de informagéo referente a preparacao para os exames.

O plano das visitas de estudo foi estabelecido de acordo com a regularidade dos ciclos:

= Visita 1 (V1) — Fase menstrual (fase folicular) — entre 12 e 4° dia do ciclo;

»  Visita 2 (V2) — Fase proliferativa (fase folicular) — entre 0 82 e 102 dia do ciclo;
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= Visita 3 (V3) — Ovulacédo — data calculada com base no nimero de dias do ciclo de
cada participante de acordo com a férmula:

n.% de dias de ciclo — 14 = ovulacao

o Ciclo de 25 dias (ovulagéo - 112 dia do ciclo) — visita entre 10° e 12° dia do ciclo

o Ciclo de 26 dias (ovulagao - 12° dia do ciclo) — visita entre 112 e 132 dia do ciclo

o Ciclo de 27 dias (ovulagéo - 13? dia do ciclo) — visita entre 122 e 14° dia do ciclo

o Ciclo de 29 dias (ovulagéo - 15° dia do ciclo) — visita entre 14° e 16° dia do ciclo

visita entre 152 e 172 dia do ciclo

( ) -
( ) -
( ) -
o Ciclo de 28 dias (ovulagao - 14° dia do ciclo) — visita entre 13° e 152 dia do ciclo
( ) -
o Ciclo de 30 dias (ovulagao - 16° dia do ciclo) —
( ) -

o Ciclo de 31 dias (ovulagéo - 17° dia do ciclo) — visita entre 16° e 18° dia do ciclo

o Ciclo de 32 dias (ovulagao - 18° dia do ciclo) — visita entre 172 e 192 dia do ciclo

» Visita 4 (V4) — Fase secretora (fase luteinica) — entre o0 182 e 0 25° dia do ciclo.

Nas quatro visitas de estudo, as participantes foram avaliadas no periodo da manha e a
mesma hora — ritmo circadiano — obedecendo ao seguinte plano:
= Confirmagéo da manutencao dos critérios de inclusao/exclusao;
= Verificagdo da preparagdo para o exame;
= Determinacao da FENOo.osi
» Colheita de sangue para o doseamento hormonal de 173-estradiol (E2) e progesterona
(Prog) e para a quantificagdo dos niveis plasmaticos de Oxido nitrico e nitratos
(NO/NO3).

Com o intuito de minimizar todos os factores que afectam o NO, todas as visitas realizaram-se
em jejum. Solicitamos, ainda, as participantes que nao realizassem exercicio fisico uma hora
antes da avaliacdo e que realizassem uma dieta pobre em nitratos nas 24 horas que
antecediam a visita de estudo (vide anexo Il). Em todas as visitas inquirimos as participantes
sobre a toma medicamentosa e incentivamos a ndo tomar medicacdo ndo prescrita durante

todo o estudo.
Apds as visitas de estudo, todas as participantes informaram o investigador do primeiro dia do

ciclo menstrual seguinte, o que permitiu efectuar o calculo para confirmagdo da data da

ovulacao.
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Figura 5 — Desenho de estudo

2.4.1. Instrumentos de Medida

Para a recolha de dados, e com o intuito de irmos ao encontro do objectivo geral e dos
objectivos especificos utilizamos os seguintes instrumentos:
= Caderno de registo de dados;

* Determinagao da FEyq, ;

= Doseamentos hormonais de estradiol e de progesterona;
» Quantificagdo dos niveis plasmaticos de NO/NO3".

2.4.1.1. Caderno de Registo de Dados

O registo dos dados foi efectuado no caderno de registo de dados, elaborado para este estudo,
constituido pela folha de registo dos dados demogréficos, pela folha de verificacao dos critérios
de inclusdo/exclusdo, pelo plano de visitas, pelas folhas de verificagdo da preparagéo para o

exame e de registo dos parametros medidos (vide anexo IlI).

2.4.1.2. Determinacéo da Fraccdo Exalada de Oxido Nitrico

A determinagdo da FEyo foi realizada através de um analisador de elevada sensibilidade

(Sievers 280 NOA™, Sievers Instruments, Inc., CO, USA), que permite a determinagdo de NO

com base numa reac¢éo de quimioluminescéncia em fase gasosa entre 0 NO e o0 ozono (O3).
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Esta determinacao foi efectuada pelo método da expiragdo Unica e lenta, através de uma peca
bocal directamente para o analisador e de acordo com as recomendacoes da ATS/ERS (2005)
) Assim, com o paciente em posicdo sentada (pelo menos 5 min. antes do exame e durante
todo o procedimento), solicitou-se que efectuasse uma expiragao até ao Volume Residual (RV),
seguida de uma inspiragao até a Capacidade Pulmonar Total (TLC) (inspiracdo rapida - 2 a 3
seg.) e de uma manobra expiratoria lenta, através da peca bocal e sem mola nasal durante 6 a

30 seg. com um débito expiratério mantido de 505 mL/s (FENOo.os)’ contra uma baixa

resisténcia (permitindo uma presséo de 5 a 20 cmH,0). A presséo criada pela expiragao contra
essa resisténcia permitiu a oclusdo do palato mole e, deste modo, isolar as cavidades nasais
do resto do tracto respiratdrio.

A medigéo foi repetida pelo menos 2 ou 3 vezes, respeitando um intervalo de 30 seg. entre os
testes, para permitir uma adequada eliminacdo do NO entre as manobras.

Consideramos a FEyq, ,, correspondente a média de 3 medigoes com variabilidade < 10% ou a

média de 2 medi¢cdes com variabilidade < 5%.

Diariamente, antes da determinagdo da FEyg procedemos ao registo do NO ambiente e a

calibracdo do zero e de uma concentragao padrao de NO.

2.4.1.3. Doseamentos Hormonais

A colheita de sangue venoso para doseamentos hormonais, com o objectivo de confirmar as
fases do ciclo menstrual, foi efectuada no Departamento de Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa. Para tal, foram utilizados tubos com gel

separador e acelerador.

Depois da colheita de sangue, no Departamento de Fisiopatologia, as amostras permaneceram
a temperatura ambiente por 15 minutos, de forma a permitir a retraccdo do coagulo. De
seguida, as amostras, foram centrifugadas durante 10 min a 3500 rpm. O sobrenadante
retirado foi colocado em tubos eppendorf de 1.5 ml. Estas amostras foram congeladas a -40°C
e posteriormente enviadas, em gelo, para o Laboratério Fernando Teixeira, para proceder aos
doseamentos de estradiol e progesterona. Os doseamentos foram efectuados pelo método de

electroquimioluminescéncia (ECLIA).
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2.4.1.4. Quantificacdo dos Niveis Plasméticos de Oxido Nitrico e Nitratos

No momento de colheita de sangue para os doseamentos hormonais, foi também colhido
sangue para a quantificacdo dos niveis plasmaticos de NO/NOj3. Assim, foram colocados 3 ml
de sangue venoso para um tubo de hemograma (tubo com EDTA), o qual se agitou

manualmente.

Imediatamente apds a colheita, no Departamento de Fisiopatologia, a amostra foi centrifugada
durante 3 min a 9900 rpm, foram retirados 500 pl de plasma para um tubo de eppendorf de 1.5
ml. Posteriormente, procedeu-se a desproteinizacdo da amostra com etanol absoluto
(adicionou-se a amostra 1 ml de etanol a 0°C, agitou-se manualmente e deixou-se repousar em
gelo a 0°C durante 30 minutos; seguiu-se a centrifugagcdo a 9900 rpm durante 5 minutos,
remogdo do sobrenadante e colocacdo em dois tubos de eppendorf de 1.5 ml). A amostra

depois de desproteinizada foi congelada a -40°C, para posterior analise.

A andlise para quantificagdo dos niveis plasmaticos de NO/NO; foi efectuada no Biotério da
Faculdade de Ciéncias Médicas, utilizando um analisador de quimioluminescéncia (Sievers
280i NOA™, Sievers Instruments, Inc., CO, USA).

Apéds a realizagdo de uma curva de calibragdo com varias concentragdes de nitrato de sodio
(NaNOQ3), procedeu-se a injeccao de 5 pl da amostra plasmatica na cAmara de reacgao (purge
vessel). Nesta camara, a amostra reage com uma solugédo de tricloreto de vanadio (VCL;),
convertendo o nitrato em NO. Os niveis de NO das amostras foram calculados, pela integragéo

dos valores pico de cada injecgdo, com base na curva de calibracao efectuada " 2.

2.5. Analise de Dados

Para investigar a existéncia de diferengas entre as médias das variaveis FEyg, niveis

plasmaticos de NO/NQOjs’, niveis de estradiol e niveis de progesterona nas quatro medicoes
efectuadas ao longo do ciclo menstrual, correspondendo as quatro fases (menstrual (V1),
proliferativa (V2), ovulacdo (V3) e secretora (V4), utilizou-se a analise de varidncia (ANOVA)
para medicdes repetidas com a correccdo de Greenhouse-Geisser seguida, no caso de um
teste significativo, por comparacoes duas-a-duas das médias nas diferentes fases do ciclo com
o teste t de Student para amostras emparelhadas. Consideraram-se estatisticamente
significativas as diferengas entre médias com um nivel de significancia (valor p) inferior ou igual

a 0.05. Os resultados sao apresentados como média e intervalo de confianga (I.C.) de 95%.
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Para testar o pressuposto da ANOVA de normalidade da distribuicdo das variaveis em estudo
utilizamos o teste Shapiro-Wilk. Este pressuposto ndo se verificou para as variaveis
progesterona e niveis plasmaticos de NO/NOj;, pelo que recorremos a transformagéo
logaritmica destas — logaritmo natural (In). A referida transformagao possibilitou a normalizagao

de ambas as variaveis, o que permitiu validar os pressupostos da anélise (SW(20)y1 FENO=0.920;
p=0.100; SW(20)y1£2=0.968; p=0.716; SW(20)nv1prog=0.936; p=0.201; SW(20).nv1NO/N03-=O.974;

p=0.845). Para as varidveis transformadas, os resultados sdo apresentados como anti-

logaritmo natural (anti-In).

Com o intuito de medir a intensidade e a direcgdo da associagdo entre as variaveis FEyg €

niveis plasmaticos de NO/NO3 recorremos ao coeficiente de correlagéo de Pearson.

Para determinar se a FEyg varia em fungdo dos niveis hormonais de estradiol e progesterona,

utilizamos o modelo de regressao linear multipla, pelo método de seleccao de variaveis passo-
a-passo anterégrada, com o objectivo de obter um modelo que permitisse predizer as variagoes
da FEyg (como variavel dependente) em fungdo dos niveis de estradiol e de progesterona
como preditores (varidveis independentes). Efectuamos o mesmo procedimento para
determinar se os niveis plasmaticos de NO/NO;3;" variam em funcao dos niveis hormonais de

estradiol e progesterona.
Para o tratamento e analise dos dados utilizamos o programa informatico SPSS (Statistical

Package for Social Sciences, Inc., Chigaco, IL, USA), versdo 18.0, para a representacao

grafica utilizamos o programa GraphPad Prism, versao 4.
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CAPITULO Ill - RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Como foi referido, o total da nossa amostra contou com 20 sujeitos do sexo feminino com
idades compreendidas entre os 18 e os 45 anos inclusive, que preenchiam os critérios de
inclusdo e de exclusdo definidos. A Tabela 3 resume as caracteristicas da amostra.

Tabela 3 — Caracteristicas da amostra

M DP
Idade (anos) 27.95 8.31
Altura (cm) 161.65 4.55
Peso (Kg) 56.7 712
indice de massa corporal (IMC) (Kg/m®) 21.72 2.81
Pressao arterial sistdlica (mmHg) 103.9 12.35
Pressao arterial diastélica (mmHg) 58.35 5.02
Idade de menarca (anos) 12.7 1.22
Regularidade do ciclo menstrual (dias) 28.75 1.45

Relativamente as idades dos individuos que compdem a amostra, verificamos que 55% (n=11)
tinha idades compreendidas entre os 20 e os 29 anos, seguindo-se 30% (n=6) com idades
entre os 30 e 39 anos, 10% (n=2) com idades entre os 40 e 45 anos e 5% (nh=1) com idades
entre os 18 e 19 anos (Figura 6).

10% 5%

18-20(
20-30[
30-40[

M [40-45]

Figura 6 — Distribuicdo por idade

Quanto a idade de menarca das participantes da nossa amostra, verificamos que ocorreu
maioritariamente entre os 12 e 0s 14 anos, ou seja, 35% (n=7) teve a primeira menstruagao
aos 13 anos, 25% (n=5) aos 12 anos, 20% (n=4) aos 14 anos, seguindo-se 10% (n=2) aos 11

anos e finalmente 5% (n=1) aos 10 anos e aos 15 anos (Figura 7).
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Figura 7 — Distribuicdo por idade de menarca

No que respeita a regularidade do ciclo menstrual, podemos verificar que 50% (n=10) das
participantes da nossa amostra referiram ter ciclos regulares de 28 dias, 30% (n=6) ciclos de 30
dias, seguindo-se 10% (n=2) com ciclos de 29 dias e, por fim, 5% (n=1) referiram ter ciclos de
25 dias e de 32 dias (Figura 8).

5% 5%

m25dias
m28dias
29dias

W 30dias

m32dias

Figura 8 — Distribuigdo por regularidade do ciclo menstrual

Todas as participantes que constituiram a nossa amostra eram nao fumadoras, no entanto,
devido a dificuldade de inclusdo de participantes que cumprissem os critérios de inclusao e de
exclusdo definidos, 25% (n=5) da nossa amostra eram ex-fumadoras, tendo cessado o
tabagismo ha pelo menos 12 meses.

Quanto as restantes caracteristicas, com base na avaliacdo realizada na visita de selecgéo,
verificamos que a nossa amostra apresentava testes cutdneos negativos para os alérgenos
testados, presséo arterial normal (Figura 9), bem como peso normal, baseado na determinac¢ao
do indice de massa corporal (IMC) (Figura 10).
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Figura 9 — Presséo arterial
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Figura 10 — IMC, peso e altura

A informacao sobre o primeiro dia do ciclo menstrual seguinte permitiu efectuar o calculo para
confirmacgéo da data da ovulagéo. Esta informagédo cruzada com os doseamentos hormonais,

possibilitou-nos aferir com rigor as fases do ciclo menstrual medido.

Com base nestes dados, verificamos que foram medidas as fases planeadas (i.e. menstrual,
proliferativa, ovulagdo e secretora) em 45% (n=9) das participantes, pois o ciclo medido teve

duracao idéntica a referida quando inquiridas sobre a sua regularidade.

Nas restantes 55% (n=11) das participantes, constatamos que o ciclo medido foi irregular,
apresentando uma duracdo superior a referida. Destas participantes, observamos que na
ultima visita de estudo 73% (n=8) encontravam-se na ovulacado e 27% (n=3) encontrava-se

ainda na fase proliferativa.
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2. APRESENTAGCAO DE RESULTADOS

2.1. Variagdo da Fraccdo Exalada de Oxido Nitrico e Niveis Plasmaticos de Oxido
Nitrico e Nitratos ao Longo do Ciclo Menstrual

Na Tabela 4, apresentam-se os valores médios e intervalos e confianga de 95% da FEyq e dos

niveis plasmaticos de NO/NO; ao longo do ciclo menstrual, podendo observar-se valores

médios ligeiramente superiores na fase secretora.

Tabela 4 — Niveis médios da FEyp e dos niveis plasmaticos de NO/NO;s; ao longo do ciclo

menstrual
Fase Menstrual Fase Proliferativa Ovulacao Fase Secretora
(n=20) (n=20) (n=17) (n=9)
FEno
16.48£3.6 15.95+2.8 14.62+2.9 17.9745.8
(ppb)
anti-In
NO/NO5 17.53+1.2 16.26+1.2 17.95+1.2 18.66+1.4
(umol)

Relativamente as variagées da FEyg ao longo do ciclo menstrual, observamos diferengas

significativas entre as quatro fases do ciclo (F(3,24)=3.42; p=0.05). Ao analisar as diferencas
das médias verificamos diferencas significativas entre os niveis de FEyg nas fases menstrual e
secretora (#(8)=-2.348; p=0.047) e nas fases proliferativa e secretora ({(8)=-2.442; p=0.040). No

entanto, ndo se observaram diferengas significativas entre os niveis de FEyg nas fases

menstrual e proliferativa (#19)=0.595; p=0.559), nas fases proliferativa e ovulagao ({(16)=1.411;
p=0.177) e na ovulacdo e fase secretora (#8)=-2,123; p=0.067), bem como, entre as fases

menstrual e ovulagdo ({(16)=1.153; p=0.266), como mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Variagbes da FEy\q ao longo do ciclo menstrual

Ao analisar as variagbes dos niveis plasmaticos de NO/NO; ao longo do ciclo menstrual, de
acordo com o Teste F, ndo ha evidéncia da existéncia de diferencas significativas do NO/NO3’
plasméatico nas quatro medicoes efectuadas (F(3,24)=0.753; p>0.05), como ilustra a Figura 12.

Deste modo, ndo procedemos a analise de comparacdes multiplas.

3.2+
3.1
3.0
2.9

2.8+

In NO/NO3" (micromol)

2.7

26 1 1 1 1
Menstrual Proliferativa Ovulagéo Secretora

(n=20) (n=20) (n=17) (n=9)

Fases do Ciclo

Figura 12 — Variagao dos niveis plasmaticos de NO/NOj e fases do ciclo menstrual

Nota: Representagao em escala logaritmica (transformagéo dos dados (In) de modo a validar
as condigdes de aplicagao dos testes).
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2.1.1. Relacdo entre a Fraccdo Exalada de Oxido Nitrico e Niveis Plasméticos de

Oxido Nitrico e Nitratos ao Longo do Ciclo Menstrual

Ao analisar a relagéo entre os niveis de FEyg e niveis plasmaticos de NO/NO;™ obtidos nas

quatro medicdes ao longo do ciclo, apenas encontramos uma Unica correlagao significativa.
Verificamos uma associagéo entre os valores de FEyq € 0s niveis plasmaticos de NO/NO3 na

ovulagéo, ou seja, os dados sugerem que quanto maiores os niveis de FEyg, maiores 0s niveis

plasmaticos de NO/NOj3 na ovulagéo (r=0.518, n=17; p<0.05) (Tabela 5).

Tabela 5 — Correlagbes de Pearson entre os niveis de FEyp e 0s niveis plasmaticos de

NO/NQOs nas quatro fases do ciclo menstrual

Niveis da FEyq (ppb)
Menstrual Proliferativa Ovulacao Secretora
(n=20) (n=20) (n=17) (n=9)
Menstrual
/ (n=20) r=0.074 r=0.000 r=0.242 r=0.380
n
Nivei Proliferativa
veis (n=20) r=0.042 r=-0.016 r=0.179 r=0.078
Plasmaticos =
] Ovulacéo
de NO/NOs (n=17) r=0.298 r=0.217 r=0.518 r=-0.063
(umol) Secretora
(n=9) r=0.544 r=0.145 r=0.325 r=0.411

Nota: * p<0.05

2.2. Variacao dos Niveis Hormonais de 173-Estradiol e de Progesterona ao Longo do
Ciclo Menstrual

No que se refere aos doseamentos hormonais, mais especificamente aos niveis de 17B-
estradiol e progesterona, os valores médios e intervalos de confianca de 95% obtidos estédo

representados na Tabela 6.
De acordo com o esperado, verifica-se um pico dos niveis de estradiol na ovulagdo, mantendo-

se elevados na fase secretora. Para os niveis de progesterona observa-se um aumento na fase

secretora.
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Tabela 6 — Niveis médios de 17(3-estradiol e progesterona ao longo do ciclo menstrual

Fase Menstrual | Fase Proliferativa Ovulagao Fase Secretora
(n=20) (n=20) (n=17) (n=9)
Estradiol 42.55+7.4 96.61+34.1 221.61451.7 181.85£91.5
(pg/ml)
anti-n
Progesterona 0.78+1.3 0.57+1.4 1.80+£1.5 12.49+2.1
(ng/ml)

A andlise estatistica destes dados permitiu-nos observar diferencas significativas dos niveis de
estradiol nas quatro fases (F(3,24)=4.42; p<0.05).

Da andlise das diferencas das médias dos niveis de estradiol para as quatro fases do ciclo,
verificamos diferengas significativas entre as fases menstrual e proliferativa ({(19)=-3.577;
p=0.002), entre as fases menstrual e ovulacdo (#(16)=-6.823; p<0.001) e entre as fases
menstrual e secretora ({(8)=-3.293; p=0.011). Observaram-se ainda diferengas significativas
entre as fases proliferativa e ovulagédo (f(16)=-3.749; p=0.002). Contudo, ndo se verificaram
diferencas significativas dos niveis de estradiol entre as fases proliferativa e secretora (#8)=-
0.558; p=0.592) e entre a ovulagéo e a fase secretora ({(8)=0,317; p=0.760) (Figura 13).

p<0.05
! p<0.001 '
I

290 _ p<0.005
p<0.005

270 I L —
250+

230+
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504
304 $ L \ L

Menstrual Proliferativa Ovulagao Secretora
(n=20) (n=20) (n=17) (n=9)

Fases do Ciclo

Figura 13 — Niveis de 17B-estradiol ao longo do ciclo menstrual
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Quanto as variagbes hormonais de progesterona, verificamos a existéncia de diferencas

significativas nas quatro fases avaliadas ao longo do ciclo (F(3,24)=24.82; p<0.01).

A comparacdo das médias dos niveis de progesterona nas quatro medicbes efectuadas

permitiu-nos observar diferengas significativas entre as varias fases do ciclo, como podemos

constatar na Figura 14 e na Tabela 7.
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| p<0.001
: p<0.05 |
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Figura 14 — Niveis de progesterona ao longo do ciclo menstrual

Nota: Representagdo em escala logaritmica (transformagdo dos dados (In) de

modo a validar as condi¢des de aplicagao dos testes).

Tabela 7 — Teste t de Student para comparagdo das médias dos niveis de progesterona nas

varias fases do ciclo menstrual

Proliferativa

Ovulacao

Secretora

Menstrual 1(19)=2.823; p=0.011

{(16)=-2.787; p=0.013

1(8)=-6.924; p<0.001

Proliferativa)

1(16)=-4.386; p<0.001

1(8)=-6.743; p<0.001

Ovulacao

1(8)=-4.864; p=0.001
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2.3. Variacdes do Oxido Nitrico em Fungao dos Niveis de Estradiol e de Progesterona

Procurou-se prever o valor de FEyg a partir dos niveis de Estradiol e Progesterona, no entanto

na andlise da regressao multipla efectuada com o método passo-a-passo, 0s niveis hormonais

de estradiol e progesterona ndo entraram no modelo de predicao.

Observamos 0 mesmo ao procurar prever o valor dos niveis plasmaticos de NO/NO;™ a partir

dos niveis hormonais de estradiol e progesterona.

Estes resultados indicam que, para a nossa amostra, os niveis hormonais de estradiol e

progesterona ndo séo preditores do valor da FEyg, nem dos niveis plasmaticos de NO/NOg'.

39



lolanda Caires Influéncia do ciclo menstrual na fracgéao exalada de 6xido nitrico

CAPITULO VI - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste estudo verificamos uma variacao da FENO0 o5 durante o ciclo menstrual, correspondendo

a um aumento significativo da sua concentra¢do na fase secretora, comparativamente com as
fases menstrual e proliferativa, ou seja, assistimos, no ciclo ovarico, a um aumento da

concentragédo da FEy na fase luteinica relativamente a fase folicular.

Estes dados, vém de encontro aos obtidos pelas equipas de Oguzulgen*® e de Mandhane,®”

contudo, as caracteristicas dessas amostras sédo distintas, j& que se realizaram em mulheres
com asma.

(51, 52

Os estudos em voluntarias saudaveis, ) por seu turno, reportam um aumento dos niveis de

NO exalado a meio do ciclo menstrual, o que ndo se verificou no presente estudo.

Contudo, torna-se dificil estabelecer comparagbes pois, para além das caracteristicas da
amostra, estes estudos apresentam diversos problemas metodolégicos: as fases do ciclo nao
foram aferidas através de doseamentos hormonais e ndo controlaram diversos factores que

afectam a FENO, como, por exemplo, a dieta. Em alguns casos, a determinagéo da FEyq foi

efectuada apods a realizacdo de exame espirométrico e de teste de provocacdao com

metacolina, facto que condiciona uma redugéo transitéria dos niveis da FEyn, de acordo com

as recomendagoes da ATS/ERS.? 3132

Apesar da variagdo da FEyn observada ao longo do ciclo, em todas as fases os valores

medidos neste estudo encontram-se dentro dos intervalos de referéncia para o sexo

(30.69.70) & 530 idénticos aos apresentados por Jilma e colaboradores.”

feminino
Outros estudos, apesar de controlarem as variagbes hormonais na urina, ndo observaram

variagbes ciclicas do FEyo.® ® No entanto, estes estudos apresentam como limitagdo a

auséncia de controlo da dieta pobre em nitratos.

No nosso estudo, ndo se observaram diferencas significativas dos niveis plasmaticos de
NO/NOj" ao longo do ciclo menstrual. Estes resultados corroboram os apresentados por Jilma e
colaboradores.® A equipa de Morris® obteve os mesmos resultados para a quantificacio dos
niveis de NO/NO3 na urina. No entanto, alguns autores referem um aumento significativo dos
niveis plasmaticos de NO/NO;™ na fase folicular, devido a activagcdo da ecNOS, mediada pelo

estradiol. %4566
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Pehlivanoglu e colaboradores®” reportaram um aumento significativo dos niveis plasmaticos e
urinarios de NO/NO; na fase luteinica, resultados, também, verificados pela equipa de
Teran.®® O nosso trabalho, apesar de ndo apresentar significado estatistico, vem de encontro
a estes resultados, pois constatamos um ligeiro aumento dos niveis plasmaticos de NO/NO3™ na

fase secretora.

Em oposigédo, alguns autores referem uma redugéo significativa dos niveis plasmaticos de

NO/NO; na fase luteinica, relacionando-se com o aumento dos niveis de progesterona.®®

Contudo, alertamos que a maioria dos trabalhos referidos apresenta como limitagdo o controlo
da dieta. No nosso trabalho, apesar deste controlo ter sido mais rigoroso, os dados poderiam
apresentar ligeiras modificagdes se a medicdo dos metabolitos do NO no plasma fosse
efectuada apdés uma dieta pobre em nitratos de pelo menos quatro dias, conforme o

preconizado por Wang e colaboradores.*®

Todavia, dado o objectivo geral do presente estudo, optamos pelo jejum no dia da avaliagéo e
pelo controlo da dieta apenas nas 24 horas que a antecediam, ja que os niveis de NO no ar
exalado retornam a valores basais, cerca de 20 horas apds uma refei¢do rica em nitratos®® e
os niveis de NO,/NO3 diminuem significativamente ap6s uma dieta pobre em nitratos no dia

anterior a sua avaliaggo.“* *°

No nosso estudo procuramos analisar a relagdo entre os niveis de FEyq e niveis plasmaticos

de NO/NOj3, obtidos nas quatro medigées ao longo do ciclo e observamos uma associagao
positiva apenas na ovulagdo, podendo estar relacionado com o aumento dos niveis de

estrogénio e consequentemente com o aumento da actividade da eNOS. % ¢V

Os doseamentos hormonais, de estradiol e progesterona, permitiram-nos aferir a fase do ciclo
medido. Apesar de todas as participantes referirem ter ciclos regulares, observamos que em
55% das participantes o ciclo medido foi irregular. Tal facto podera dever-se ao stresse
condicionado pela época de exames académicos, altura em que grande parte das participantes
foram avaliadas, isto porque o hipotdlamo regula tanto as hormonas sexuais como a reaccao
ao stresse, podendo este ultimo, em situacdes de grande tensdo, determinar ciclos irregulares

e anovulatérios.“?

Neste estudo, na fase menstrual, observamos niveis baixos de ambas as hormonas que
condicionam a degeneracdo do endométrio e, consequentemente, a menstruacdo. Na fase
proliferativa, verificamos um ligeiro aumento dos niveis de estrogénio, devido ao
desenvolvimento folicular, regulando o crescimento e maturacdo do endométrio. Na terceira
medi¢do, observa-se um pico dos niveis de estradiol e um ligeiro aumento da progesterona,

levando a ovulagao. A passagem do foliculo a corpo liteo condiciona, para além da producao
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de estradiol, a producdo de progesterona. O aumento dos niveis de progesterona leva ao

espessamento do endométrio, correspondendo a fase secretora.*®

Na fase menstrual, os niveis baixos de estradiol e progesterona determinam que o endométrio
deixe de ser estimulado, diminuindo o fornecimento de nutrientes devido a contrac¢ao dos seus
vasos sanguineos. Pensamos que tal ocorréncia podera dever-se a diminuicdo da actividade
da eNOS, podendo justificar valores mais baixos de NO na fase menstrual comparativamente

com a fase secretora.

Neste trabalho, procuramos prever variagbes do NO em funcdo dos niveis hormonais e
verificamos que, para a nossa amostra, os niveis de estradiol e de progesterona nao predizem
alteracdes do NO. Contudo, o facto de na fase secretora termos observado um aumento

significativo da FEyg € um ligeiro aumento dos niveis plasmaticos de NO/NOs’, podera sugerir

alguma relacdo com os niveis hormonais de progesterona que, em paralelo, com o aumento
dos niveis de estradiol possam determinar o aumento da actividade da eNOS e por

conseguinte um aumento da expressao de NO.
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CAPITULO V - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho vém reforgar a fiabilidade da determinagio da FEyq, pela sua

reprodutibilidade em qualquer fase do ciclo menstrual, pois, apesar de se ter verificado uma

interessante variagdo da FEyp ao longo do ciclo menstrual em mulheres saudaveis,

observando-se um aumento significativo na fase secretora comparativamente com as fases

menstrual e proliferativa, os valores da FEyg mantém-se dentro do intervalo de referéncia,

sugerindo a auséncia de inflamagéo eosinofilica.

Com este trabalho, ndo observamos variagdes significativas dos niveis plasmaticos de NO/NOj3
ao longo do ciclo menstrual, no entanto, verificamos um ligeiro aumento destes na fase

secretora.

Constatamos uma correlagdo positiva entre a FEyg e os niveis plasmaticos de NO/NOg

durante a ovulacéo.

Verificamos, ainda, que os niveis hormonais de estradiol e progesterona ndo sdo preditores do

valor da FEy, nem dos niveis plasmaticos de NO/NO3’, para a nossa amostra.

Uma das limitagbes do nosso estudo € o tamanho da amostra, pelo que se justifica a
necessidade de continuar esta investigagdo com um numero significativo de sujeitos, em que
se avalie vérios ciclos menstruais consecutivos e se estabelega um plano de dieta pobre em
nitratos de pelo menos quatro dias, factor importante para a determinacdo dos niveis
plasmaticos de NO/NOj3. Futuros estudos poderdo realizar maior nimero de avaliagbes em
cada ciclo e um doseamento mais exaustivo das variagbes hormonais, podendo dosear os
niveis da FSH e LH, com o intuito de estabelecer relagbes mais estreitas entre as variagdes
ciclicas hormonais e as variagdes da produgcédo de NO, com vista a corroborar ou infirmar os

dados aqui obtidos.
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Anexo | - Consentimento Informado

Informacéo para o participante

No ambito do Mestrado em Saude e Aparelho Respiratério, estamos a desenvolver um estudo
intitulado “Influéncia do ciclo menstrual na fracgdo exalado do oxido nitrico”, que decorrerd no
Departamento de Fisiopatologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de

Lisboa, para o qual solicitamos a sua colaboracao.

Estudos epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia da asma antes da puberdade é mais

frequente no sexo masculino, verificando-se o contrario durante a idade fértil na mulher.

Outros estudos referem que os niveis de estrogénio podem contribuir para o aumento da
prevaléncia da asma no sexo feminino e que 30 a 40% das mulheres asmaticas sofrem

agravamento da sintomatologia asmatica na fase pré-menstrual — luteinica.

Alguns estudos sugerem que os contraceptivos orais tém um ligeiro efeito benéfico nos casos
de asma pré-menstrual e de asma moderada, contudo em casos de asma mais grave, 0s

contraceptivos orais podem potenciar a severidade da asma.

Segundo as ultimas recomendacgdes da ATS/ERS (2005), a relagao entre os niveis da frac¢édo

exalada de 6xido nitrico e as variagdes ciclicas hormonais na mulher ndo é consensual.

Sendo o 6xido nitrico um marcador da inflamacdo brénquica, com elevada sensibilidade na
deteccédo da perda de controlo sobre a doenga asmatica, pretendemos estudar como varia o
oxido nitrico exalado ao longo das fases do ciclo menstrual numa populagcdo de mulheres

saudaveis em idade fértil.

Com o intuito de atingirmos os nossos objectivos ser-lhe-& pedido que efectue quatro visitas de
colheita de dados, respeitando um plano de visitas com base na periodicidade do seu ciclo, de

modo a abranger todas as fases do ciclo menstrual.

Na visita de seleccao, serdo confirmados os critérios de participacdo e estabelecido o plano de
visitas de estudo. Nesta visita, com o intuito de excluirmos a existéncia de atopia ser-lhe-a

solicitada a colaborag&o no seguinte exame:
Testes cutaneos por prick (picada)

Trata-se de testes convencionais realizados no &mbito de uma consulta de alergologia.
Sao testes simples, seguros, répidos e precisos, podendo realizar-se desde o primeiro
més de vida, se indicados. Realizam-se na face anterior do antebraco, iniciam-se com a
higiene local com algodé@o e élcool, seguindo-se a aplicacdo das gotas dos extractos
alergénicos estandardizados. Apds a aplicacdo do extracto este sera introduzido na
camada superficial da pele, mediante a picada com uma pequena lanceta de plastico
descartavel. Vinte minutos apds a picada, sera efectuada a interpretacdo dos testes. Se

positivo, podera surgir uma papula vermelha no local da picada, que podera provocar
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algum desconforto, nomeadamente comichdo, sensibilidade e inchago. A pépula
desaparece ao fim de aproximadamente 30 minutos, habitualmente sem qualquer lesdo
residual.

Durante estes testes é altamente improvavel a ocorréncia de reaccdes alérgicas graves,
no entanto, muito raramente, podera surgir sintomas como dificuldade respiratéria,
sensacdo de desmaio, queda da tenséo arterial, perda de consciéncia. O tratamento
destas reaccgOes alérgicas pode incluir administracdo de medicamentos por via oral,
intramuscular, endovenosa ou inalatéria. Os testes cutdneos serdo realizados sob

vigilancia de um médico imunoalergologista.

Nas quatro visitas de estudo ser-lhe-a solicitada a colaboracao nos seguintes exames:
Determinacdo da Fraccdo Exalada de Oxido Nitrico

Trata-se de um exame indolor, ndo invasivo e de facil execugéo, destinado a avaliar o
grau de inflamacao brénquica.

Durante este exame ser-lhe-a solicitado que através de uma peca bocal inspire ao
maximo e expire lenta e prolongadamente, durante 6 a 10 segundos. Este procedimento é
repetido até obtermos 2 ou 3 medi¢des vélidas.

A duracao do exame é de cerca de 5 minutos.

Todo o material utilizado esta devidamente esterilizado e a pega bocal é constituida por
um filtro anti-bacteriano e viral descartavel.

Como é um exame facilmente influenciavel por diversos factores, solicitamos que respeite

a preparagao para o exame.

Colheita de Sangue

A colheita de sangue permitir-nos-a efectuar o doseamento hormonal e, deste modo,
avaliar com precisdo a fase do ciclo menstrual, bem como efectuar a quantificagdo dos
niveis plasmaticos de éxido nitrico e nitratos para compreender como varia o 6xido nitrico
ao longo das fases do ciclo menstrual.

Este procedimento podera causar dor de baixa intensidade e curta duragédo, podendo
ocorrer sintomas gerais como palidez, sudorese, sensagdo de desmaio, perda da
consciéncia. A formagao de hematoma é a complicagdo mais comum da pungéo venosa.
Embora muito raramente, podera ocorrer punc¢ao acidental de uma artéria, lesdo nervosa,
multiplas tentativas de punc¢éo para localizagédo da veia, infec¢do no local da injeccao da
agulha.

As amostras de sangue serdo destruidas imediatamente apds serem analisadas.

Ao longo do estudo devera respeitar um plano de preparacdo para os exames. Assim, um dia
antes de cada visita de estudo deve fazer uma dieta pobre em nitratos (evitando produtos de

salsicharia, foie gras, produtos a base de carne de conserva, toucinho fumado (bacon), queijos,
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conservas € alguns legumes como espinafres, alface, brdcolos, couve-flor, couve-chinesa,
nabigas). Nao deverd praticar qualquer esforgo fisico intenso pelo menos uma hora antes de

cada visita. No dia da visita devera estar em jejum absoluto.

Todos os procedimentos relacionados com este estudo ndo implicam quaisquer despesas para

o0 participante.

A identidade de cada participante sera mantida confidencial, o seu nome sera apenas do
conhecimento da investigadora responsavel do estudo. A identificacdo no estudo sera feita
mediante atribuicdo de um cddigo a cada participante, constituido pelas duas primeiras letras
do primeiro nome, seguidas pelas duas primeiras letras do apelido e por um nudmero
sequencial. Todos os dados serdo mantidos em sigilo, sendo apenas tratados através do

referido cddigo, sem qualquer mengao ao nome do participante.

Os dados obtidos neste estudo seréo registados e processados informaticamente, estando os

documentos protegidos por um codigo apenas do conhecimento da investigadora responsavel.

Os resultados deste estudo destinam-se a dissertagdo de mestrado, podendo ser publicados,
em qualquer dos casos sera sempre salvaguardada a confidencialidade da identidade dos

participantes.

A sua participagao neste estudo € completamente voluntéria. Pode recusar participar no estudo
ou retirar 0o seu consentimento em qualquer altura, sem qualquer desvantagem ou
consequéncia. A sua participacdo podera terminar no caso de engravidar, iniciar a utilizagdo de

anticonceptivos hormonais, de suplementos alimentares e/ou medicamentosos.

Pode colocar questdes em qualquer altura do estudo. Caso necessite de algum esclarecimento

ou informagdes adicionais, por favor contacte:

Investigadora responsavel/mestranda:

Telefone(s):

Agradecemos desde ja a sua colaboracao
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Consentimento Informado

Declaracao para o investigador

Declaro que concordo voluntariamente participar no estudo “Influéncia do ciclo menstrual na

fraccdo exalado do oxido nitrico”. Foram-me explicados o objectivo e a natureza do estudo.

Foi-me entregue, li e compreendi a informagéo para o participante do consentimento informado.
Fui esclarecido sobre todos os aspectos que considero importantes e todas as minhas

perguntas relacionadas com o estudo foram respondidas.

Estou de acordo que as informacdes resultantes deste estudo sejam registadas e processadas
por computador, sendo os documentos protegidos por um cédigo do conhecimento exclusivo

da investigadora responsavel.

Concordo que os resultados deste estudo possam ser publicados, sendo a minha identidade

mantida confidencial em todas as publicagées.

Fui informado que tenho o direito de recusar participar no estudo e que a minha recusa em

fazé-lo nao tera consequéncias.

Compreendo que disponho de total liberdade para retirar 0 meu consentimento, em qualquer
altura, sem precisar de dar qualquer justificacdo e sem que dai resultem quaisquer

inconvenientes.

Confirmo que prestarei toda a colaboracdo possivel e que informarei de imediato, a
investigadora responsavel, caso engravide, inicie a utilizacao de anticonceptivos hormonais, de

suplementos alimentares e/ou medicamentosos, durante o presente estudo.

Data: /] Assinatura do participante

Confirmo ter explicado, ao participante acima, a natureza e objectivo do estudo em que vai
participar e ter respondido a todas as questdes que me foram colocadas sobre o mesmo.

Confirmo igualmente ter explicado os procedimentos e possiveis riscos do mesmo estudo.

Data: /[ Assinatura da investigadora responsavel / mestranda
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Anexo Il — Preparagao Prévia aos Exames

Para a determinagéo da fraccdo exalada de o6xido nitrico e para a quantificagdo dos niveis

plasmaticos de éxido nitrico e nitratos deve:

No dia do exame

Jejum absoluto

Uma hora antes do exame

Nao fazer exercicio vigoroso

Um dia antes do exame deve fazer uma dieta pobre em nitratos, evitando os seguintes

alimentos:

Foie gras

Produtos de salsicharia

Produtos a base de carne de conserva

Toucinho fumado (bacon)

Queijos

Conservas

Legumes com alto teor de nitratos:

@)

@)

@)

Espinafres
Alface
Brécolos
Couve-flor
Couve-chinesa

Nabicas
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Anexo Il — Caderno de Registo de Dados

Visita de Seleccao

Participante |__|__ ||| | N2|_|_|

2 primeiras letras do 12 nome 2 primeiras letras do apelido

Data da visita de seleccao: [/

Informacdo ao participante e consentimento
informado

- O participante foi informado oralmente e por escrito sobre
a natureza e objectivos do estudo e assinou o

consentimento para participagao no estudo

O sim

O nao = exclusao

Critérios de Inclusao
- Sexo feminino
- Ciclo menstrual regular

- |ldades entre 18 e 45 anos inclusive

O sim
O sim

O sim

O nao = exclusao
0 nao = exclusao

0 nao = exclusao

Critérios de Excluséo

- Gravidez

- Amamentagao

- Utilizacao de métodos anticonceptivos hormonais
(ex: contraceptivos orais combinados, contraceptivos
orais progestativos, contraceptivos injectaveis, implantes
subcutaneos, dispositivos intrauterinos com progestativo)

- Toma de suplementos alimentares e/ou medicamentosos
(ex: suplemento vitaminico, alimentar, bio-estimulante,
terapéutica de substituicdo hormonal, anti-histaminicos)

- Existéncia de alguma patologia que afecte a FEyg (ex:

asma, atopia, rinite alérgica, infeccdo do tracto
respiratério superior, infec¢do viral do tracto respiratorio
inferior, alveolites fibrosantes, tuberculose pulmonar
activa, sarcoidose pulmonar, rejeicdo de transplante
pulmonar, esclerose sistémica com hipertensao
pulmonar, fibrose quistica, disquinésia ciliar primaria,
infeccao por HIV, ARDS, bronquiectasias, DPOC)

- Tabagismo activo

- Alcoolismo

O nao

0 nao

O nao

0 nao

0 nao
O nao

0 nao

O sim = exclusao

O sim = exclusdo

O sim = exclusao

O sim = exclusdo

O sim = exclusao
O sim = exclusdo

O sim = exclusao
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na fracgéo exalada de 6xido nitrico

Dados Demograficos

Data de nascimento: _

Altura: ____¢Cm

Peso: kg

Presséo arterial -  Sistodlica: mmHg Diastdlica:
Tabagismo: O nunca

3 actual = exclusao

O anterior — UMA (n.2 de anos que fumou *n.¢ cigarros

mmHg

por dia/20):

Ciclo Menstrual

Idade da primeira menstruacao anos
Ciclos regulares dias
Data da dltima menstruacao /

Plano de Visitas

= Visita 1 — Fase menstrual (fase folicular) — entre 12 e 4° dia do ciclo;

» Visita 2 — Fase proliferativa (fase folicular) — entre o 82 e 102 dia do ciclo;

» Visita 3 — Ovulagdo — data calculada com base no numero de dias do ciclo de cada

participante de acordo com a férmula (n.2 de dias de ciclo-14=ovulagéo)

Ciclo de 25 dias (ovulagao - 11¢ dia do ciclo
Ciclo de 26 dias (ovulagéo - 12° dia do ciclo
Ciclo de 27 dias (ovulagao - 13° dia do ciclo

( )
( )
( )
Ciclo de 28 dias (ovulagao - 14° dia do ciclo)
Ciclo de 29 dias (ovulagao - 15° dia do ciclo)
Ciclo de 30 dias (ovulagao - 16° dia do ciclo)
Ciclo de 31 dias (ovulagéo - 17° dia do ciclo)

Ciclo de 32 dias (ovulagao - 18° dia do ciclo)

visita entre 102 e 122 dia do ciclo
visita entre 112 e 132 dia do ciclo
visita entre 122 e 142 dia do ciclo

— visita entre 132 e 15 dia do ciclo
— visita entre 142 e 16° dia do ciclo
— visita entre 152 e 172 dia do ciclo
— visita entre 162 e 182 dia do ciclo

— visita entre 172 e 192 dia do ciclo

» Visita 4 — Fase secretora (fase luteinica) — entre 0 18% e 0 25° dia do ciclo.

Visita1 (V1) Data:__ / / Hora:

Visita2 (V2) Data:__ / / Hora:

Visita3 (V3) Data:_ / / Hora:

Visita4 (V4) Data:_ / / Hora:
Testes Cutaneos
Despiste de atopia Gramineas Parietéria
Controlo + Controlo - Alternaria Barata
Cao Gato Oliveira Carvalho
Der. P Der. f Cipreste Bétula
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Visita 1 — Fase Menstrual

Participante |__|__ | |__|_| N.°|_|_|

2 primeiras letras do 12 nome 2 primeiras letras do apelido

Data V1:

] Hora V1:

Verificagdo da preparacdo para o exame

No dia do exame

Jejum absoluto 3 sim O néo
Uma hora antes do exame
Nao fazer exercicio vigoroso O sim O néo
Um dia antes do exame deve evitar a ingestéao de:
Foie gras O sim O néo
Produtos de salsicharia 3 sim O nédo
Produtos a base de carne de conserva 3 sim O nédo
Toucinho fumado (bacon) 3 sim O néo
Queijos O sim 0 nao
Conservas 3 sim O nédo
Espinafres O sim O néo
Alface 3 sim O nédo
Brécolos 3 sim O nédo
Couve-flor 3 sim O nédo
Couve-chinesa 3 sim O nédo
Nabicas O sim O néo
Concentragbes de FEnp,
ppb
Doseamento Hormonal Datade andlise: ___ /[
E2: _ pg/mi
Prog:_ ng/ml

Quantificagcdo dos niveis plasmaticos de NO/NOs
uM

Data de analise:

[
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Visita 2 - Fase Proliferativa

Participante |__|__||_|_| N2|_|_| DataV2:__ / /  HoraV2.
2 primeiras ltras do 1#nome 2 primeiras ltras do apelido
Verificagdo da preparacdo para o exame
No dia do exame
Jejum absoluto 3 sim O néo
Uma hora antes do exame
Nao fazer exercicio vigoroso O sim O néo
Um dia antes do exame deve evitar a ingestéao de:
Foie gras O sim O néo
Produtos de salsicharia 3 sim O nédo
Produtos a base de carne de conserva 3 sim O nédo
Toucinho fumado (bacon) 3 sim O néo
Queijos O sim 0 nao
Conservas 3 sim O nédo
Espinafres O sim O néo
Alface 3 sim O nédo
Brécolos 3 sim O nédo
Couve-flor 3 sim O nédo
Couve-chinesa 3 sim O nédo
Nabicas O sim O néo
Concentragbes de FEnp,
ppb
Doseamento Hormonal Datade andlise: ___ /[
E2: _ pg/mi
Prog:_ ng/ml

Quantificagcdo dos niveis plasmaticos de NO/NOs
uM

Data de analise:

[
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Visita 3 — Ovulagéo

Participante |__|__ | |__|_| N.°|_|_|

2 primeiras letras do 12 nome 2 primeiras letras do apelido

Data V3:

] Hora V3:

Verificagdo da preparacdo para o exame

No dia do exame

Jejum absoluto 3 sim O néo
Uma hora antes do exame
Nao fazer exercicio vigoroso O sim O néo
Um dia antes do exame deve evitar a ingestéao de:
Foie gras O sim O néo
Produtos de salsicharia 3 sim O nédo
Produtos a base de carne de conserva 3 sim O nédo
Toucinho fumado (bacon) 3 sim O néo
Queijos O sim 0 nao
Conservas 3 sim O nédo
Espinafres O sim O néo
Alface 3 sim O nédo
Brécolos 3 sim O nédo
Couve-flor 3 sim O nédo
Couve-chinesa 3 sim O nédo
Nabicas O sim O néo
Concentragbes de FEnp,
ppb
Doseamento Hormonal Datade andlise: ___ /[
E2: _ pg/mi
Prog:_ ng/ml

Quantificagcdo dos niveis plasmaticos de NO/NOs
uM

Data de analise:

[
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Visita 4 - Fase Secretora

Participante |__|__||_|_| N2|_|_| DataV4:__ / /  HoraV4.
2 primeiras ltras do 1#nome 2 primeiras ltras do apelido
Verificagdo da preparacdo para o exame
No dia do exame
Jejum absoluto 3 sim O néo
Uma hora antes do exame
Nao fazer exercicio vigoroso O sim O néo
Um dia antes do exame deve evitar a ingestéao de:
Foie gras O sim O néo
Produtos de salsicharia 3 sim O nédo
Produtos a base de carne de conserva 3 sim O nédo
Toucinho fumado (bacon) 3 sim O néo
Queijos O sim 0 nao
Conservas 3 sim O nédo
Espinafres O sim O néo
Alface 3 sim O nédo
Brécolos 3 sim O nédo
Couve-flor 3 sim O nédo
Couve-chinesa 3 sim O nédo
Nabicas O sim O néo
Concentragbes de FEnp,
ppb
Doseamento Hormonal Datade andlise: ___ /[
E2: _ pg/mi
Prog:_ ng/ml

Quantificagcdo dos niveis plasmaticos de NO/NOs
uM

Data de analise:

[
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