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RESUMO

Leite, L. J. S. Polimorfismos do gene PDE5A e as suas implicacdes sobre a resposta
ao sildenafil na disfuncéo erétil [Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. Ribeirdo
Preto: Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo, 2019.

A disfuncéo erétil (DE) é considerada uma manifestacéo funcional e estrutural anormal
gue afeta a capacidade de atingir ou manter a erecao peniana suficiente para alcancar
uma relacdo sexual satisfatéria. Os fatores de riscos que podem levar ao
desenvolvimento de DE, s&o: doencas cardiovasculares, diabetes Mellitus, tabagismo,
alcoolismo, medicamentos. O sildenafil, como outros inibidores de PDE-5, é um
farmaco de primeira linha de escolha para o tratamento da DE. A fosfodiesterase tipo
5 regula a via NO-GMPc por meio de uma reacédo de hidrdlise, transformando o GMPc
em GMP, o qual ndo apresenta capacidade de relaxar o musculo. Com a inibicdo da
PDE-5 aumenta a biodisponibilidade de GMPc, favorecendo ao relaxamento do
musculo liso e por fim facilitando a erecéo. Apesar dos inibidores de PDE-5 serem
eficazes no tratamento de DE, cerca de 30 a 40% dos pacientes ndo respondem ao
tratamento. Estudos mostram que a presenca de alelos variantes de polimorfismos no
gene PDE5A podem influenciar na resposta ao sildenafil. Tendo base nisso, a
hipotese do nosso trabalho é que a presenca de alelos variantes de polimorfismos do
gene PDESA: rs2389866, rs3733526 e rs13124592 estdo associados a variagdes na
resposta ao sildenafil. Para o estudo foram recrutados pacientes com disfuncéo erétil
clinica (DEC, n=71) e pGs prostatectomia ( DEPP, n=71) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, nas quais foram aplicados o questionario
lIEF (indice internacional de func&o erétil, IIEF - sigla em inglés) e coletadas amostras
de sangue para realizacdo de genotipagem pela técnica de Real Time - PCR. De
acordo com os resultados o alelo variante “C” do polimorfismo rs2389866 esta

associado a pior resposta ao sildenafil nos pacientes com DEPP.

Palavras chaves: Disfuncédo erétil, fosfodiesterase tipo 5, Polimorfismos,

polimorfismos no gene PDESA



ABSTRACT

Leite, L. J. S. Influence of PDE5A gene polymorphism on the response to erectile
dysfunction therapy with sildenafil. (Master in Pharmacology). Ribeirdo Preto Medical
School of S&o Paulo University, 2019

Erectile dysfunction (ED) is considered a functional and structural abnormal
manifestation that affects the capacity of achieve and maintain a sufficient penile
erection in order to have a satisfactory sexual relation. The risk factors for the erectile
dysfunction development are: cardiovascular diseases, diabetes Mellitus, smoking,
alcoholism, medicines. Sidenafil as others PDE-5 inhibitors are first line drugs of choice
for erectile dysfunction. Phosphodiesterase type 5 regulates the way NO-GMPc
converts GMPc in GMP, that is incapable to relax the muscle, through a hydrolysis
reaction. With PDE-5 inhibition, the GMPc bioavailability increases smooth muscle
relaxation finally facilitating the erection. Although PDE-5 inhibitors are the most
effective in erectile dysfunction treatment about 30 to 40% of the patients are
unresponsive to the treatment. Studies demonstrate that alleles variants of
polymorphism present in gene PDESA can influence sildenafil response. Based on
that, our work hypothesis is that the presence of gene PDE5A alleles variants of
polymorphism (rs2389866, rs3733526 and rs13124592) are associated to the variation
in sildenafil response. For the study were enrolled patients with clinical erectile
dysfunction (CED, n=71) and erectile dysfunction post-prostatectomy (EDPP, n=71)
from Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. The
International Index of Erectile Function (IIEF) was applied for those patients and blood
samples were collected to perform the genotyping by the Real Time — PCR technique.
According to the results, the variant “C” allele of polymorphism rs2389866 is

associated with a worse response to sildenafil in patients with EDPP.

Keywords: Erectile dysfunction, Phosphodiesterase type 5, PDESBA
polymorphism, IIEF
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdo da saude sexual

Durante séculos, a sociedade considerou que sexualidade e reproducéo
caminhavam juntas, ou seja, de forma dependente. Apds a segunda metade do século
XX, esses conceitos foram modificados e ambos passaram a ser considerados como
duas coisas independentes (Benagiano et al., 2010). Para isso, levou-se em
consideracao fatos antropoldgicos, reflexes filoséficas, normas éticas e questdes
religiosas, além dos contextos bioldgicos (Benagiano et al., 2010).

A sexualidade é um aspecto fundamental para a qualidade de vida tanto do
homem como da mulher e a sua compreensédo envolve varios aspetos, como desejo,
atracdo e comportamento sexual. Além disso, esta sob constante influéncia social,
guiada por crencas religiosas e tabus (Benagiano et al., 2010). A organizacdo Mundial
de Saude (OMS) considera a saude sexual e reprodutiva como uma das principais
prioridades de saude publica (Allen e Walter, 2018).

A saude sexual é definida como um estado de equilibrio fisico, emocional,
mental e social relacionada com a sexualidade do individuo (Lewis et al., 2010). Os
disturbios sexuais relacionados a disfuncao sexual, quando persistentes e frequentes
influenciam de forma negativa a qualidade de vida do individuo, dos parceiros e da
familia (Mccabe et al., 2016; Allen e Walter, 2018). A alta prevaléncia de disfuncao
sexual na populagéo adulta manifesta-se pela falta de desejo e prazer sexual, falta de
resposta genital, disfunc&o orgasmica, ejaculacéo precoce ou dispareunia (Mccabe et
al., 2016). Nos homens, a disfungéo sexual é frequentemente associada a ejaculacao
precoce, falta de desejo, interesse sexual ou disfuncéo erétil (Mccabe et al., 2016).

1.2 Fisiologia da erecao peniana
1.2.1 Fisiologia peniana

1.2.1.1 Anatomia do pénis

O pénis é constituido por trés estruturas cilindricas, sendo dois corpos
cavernosos e um corpo esponjoso (Figura al) (Dean e Lue, 2005). O corpo esponjoso
envolve a uretra e forma a glande na posicao distal (Figura al) (Andersson e Wagner,
1995). Os corpos cavernosos sdo envolvidos por um tecido fibroso e compacto

13



constituido por fibras de colageno e elastina, denominado tunica albuginea (Figura
bl) (Andersson e Wagner, 1995; El-Sakka e Lue, 2004; Dean e Lue, 2005). A tlnica
albuginea confere rigidez, flexibilidade e resisténcia ao tecido do pénis, sendo muito
importante no processo da erecdo (Andersson e Wagner, 1995). O tecido erétil dos
corpos cavernosos € constituido por uma rede vascular chamada sinusoéides ou
trabéculas (Andersson e Wagner, 1995; El-Sakka e Lue, 2004; Dean e Lue, 2005). A
comunicacao entre as trabéculas da-se por células do musculo liso, sustentado pelo
estroma composto por colageno, elastina, vasos sanguineos e nervos (Andersson e
Wagner, 1995). Internamente os espacos trabeculares sao circundados por célula
endoteliais e irrigados por ramificacdes da artéria peniana profunda (Andersson e

Wagner, 1995).

Glande

Corpo Esponjoso

Corpo Cavernoso

Raiz Corpo esponjoso

Uretra

Figura 1 - A) Estrutura anatdmica peniana; B) Estrutura anatémica do corpo cavernoso, corte
transversal.
Fonte: A) Atlas de anatomia, NETTER

1.2.1.2 Vascularizagcao peniana

O suprimento sanguineo peniano é realizado pelos ramos indiretos da artéria
pudenda interna e ramo da artéria iliaca interna (Panchatsharam e Zito, 2018). A
trifurcacdo da artéria pudenda interna origina artéria do corpo esponjoso, artéria do
corpo cavernoso e artéria dorsal do pénis (Panchatsharam e Zito, 2018). A artéria
dorsal é responséavel pelo suprimento sanguineo da glande. A artéria do corpo
esponjoso € responsavel pela irrigacao do corpo esponjoso e bulbo (Panchatsharam
e Zito, 2018). As artérias do corpo cavernoso emergem longitudinalmente pelo tecido
formando estruturas arteriais helicoidais responséaveis pelo fluxo nos espacos

vasculares do corpo cavernoso (Panchatsharam e Zito, 2018). As artérias helicoidais
14



favorecem suprimento do tecido das trabéculas e espacos trabeculares
(Panchatsharam e Zito, 2018). Durante o estado flacido essas artérias encontram-se
contraidas. Por sua vez, no estado ereto, devido ao aumento do fluxo sanguineo, ha

uma dilatagdo das artérias. (Mcvary, 2009; Yafi et al., 2016).

2 Artéria circunflexa

( ~ Artéria cavernosa
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b ™
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Figura 2 - Vascularizacao arterial peniana
Fonte: Imagem adaptada de (Del Pozo-Jimenez et al., 2014)

A drenagem venosa € realizada pela veia profunda e superficial. A veia
superficial drena o sangue de todo tecido acima da fascia de Buck para a veia safena
magna (Andersson e Wagner, 1995; Panchatsharam e Zito, 2018). Contudo, a
drenagem abaixo da fascia de Buck é realizada pela veia pudenda interna (sistema
venoso profundo) (Andersson e Wagner, 1995; Panchatsharam e Zito, 2018). A veia
pudenda interna € responsavel pela drenagem do sangue dos corpos cavernosos,
esponjoso e da glande (Andersson e Wagner, 1995; Panchatsharam e Zito, 2018). A
drenagem venosa do corpo cavernoso ocorre, especialmente por meio das veias
subtinicas, as quais sdo comprimidas e ocluidas pela expansdo dos espacos

sinusoidais durante a erecéo (Panchatsharam e Zito, 2018).
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Veia pudenda
interna
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periprostatico

Veia dorsal
profunda
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circunflexa
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Cavernoso

Veia bulbar

bulbouretral

Plexo venoso subtunica

Plexo venoso retrocoronal

Figura 3 - Vasculariza¢@o venosa do pénis
Fonte: Adaptada de (Bertolotto, 2008)

1.2.1.3 Sistema de inervacao peniana

A inervacdo peniana é autondmica (simpatica e parassimpatica) e somatica
(sensorial e motora) (Panchatsharam e Zito, 2018). A inervacdo somatica é
responséavel pela contragdo do musculo bulboesponjoso e esquiocavernoso (Dean e
Lue, 2005; Panchatsharam e Zito, 2018). Ademais, € responsavel pela sensacao de
temperatura, dor, toque, assim como pela sua fungcdo motora na contracdo dos
musculos durante a fase rigida da erecdo e ejaculacdo (Dean e Lue, 2005;
Panchatsharam e Zito, 2018).

Os complexos de nervos autbnomos formam 0s nervos cavernosos, estes se
encontram imersos nos Ccorpos cavernosos e esponjoso (Dean e Lue, 2005; Yang e
Jiang, 2009). Essa inervacdo € responsavel pelos processos de erecdo e
detumescéncia (Yang e Jiang, 2009). A inervacao simpética tem origem no decimo
primeiro segmento espinal toracico (T11) até o segundo segmento espinal lombar (L2)
(Dean e Lue, 2005). A partir da liberacdo dos seus mediadores vasoconstritores, a
inervagdo simpatica, promove contragdo das artérias helicoidais e dos musculos lisos
das trabéculas, mantendo o pénis no estado flacido. Ja as fibras parassimpaticas
originam-se a partir do quarto segmento da medula espinal sacral (S2-S4) (Dean e
Lue, 2005). Através da liberacdo dos seus mediadores vasoativos, a inervagao

parassimpatica, promove o0 processo de erecdo ou tumescéncia (Yafi et al., 2016).
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1.2.2 Equilibrio do fluxo sanguineo no tecido peniano

O equilibro entre o influxo arterial e o efluxo venoso caracteriza o processo da
erecao peniana, fen6meno essencialmente vascular. Em uma condigdo em que influxo
arterial é baixo e é compensado pelo efluxo venoso, o pénis permanece no estado
flacido. Por sua vez, quando o influxo arterial aumenta e o efluxo venoso cai, ocorre a
tumescéncia.

O pénis no estado flacido tem seu tecido muscular liso em estado de contracéo
e é regulado pela combinacg&o do controle adrenérgico, miogénico intrinseco e fatores
de contracao derivados do endotélio (endotelina e prostaglandinas) (Yafi et al., 2016;
Andersson, 2018). O processo denominado tumescéncia € constituido por 5 fases,
denominado de tumescéncia (Chiou et al., 1998; Dean e Lue, 2005). Ja 0 processo
reverso denominado de detumescéncia € constituido por 3 fases (Bosch et al., 1991;
Simonsen et al., 2002; El-Sakka e Lue, 2004; Dean e Lue, 2005). A seguir uma breve

descricdo de ambos processos:

1.2.2.1 Fase da erecao peniana ou tumescéncia

1. Fase flacida

A fase flacida € caracterizada pelo progressivo relaxamento do musculo liso
arterial resultando em aumento do influxo de sangue no corpo cavernoso.
Concomitante a isso, ocorre um aumento da pressao intra peniana de 11 mmHg para
25 mmHg. Contudo, ainda nessa fase ha um controle predominante de estimulos da

inervagdo simpatica.
2. Fase de enchimento
Com predominancia de estimulacdo parassimpética, ocorre a dilacao arterial

levando ao aumento do fluxo sanguineo. Ademais, é marcada pelo relaxamento das

trabéculas, que por sua vez, promove o enchimento dos espacos sinusoides.
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3. Fase de tumescéncia

Nesta fase ocorre elevacdo da pressao intracavernosa acima da pressao
diastélica, marcado com o fluxo sanguineo somente na fase sistélica. A continua
expansdo dos sinusdides promovida pelo influxo de sangue comprime as veias
emissarias contra a tanica albuginea. Esse mecanismo, denominado de venocluséo,
limita o retorno venoso. Concomitante a isso, 0 pénis se alonga e atinge a sua

capacidade maxima.

4. Fase de erecao completa

Essa fase é caracterizada pelo continuo aumento da pressdo sanguinea, até
valores proximos a sistdlica. Com a expansdo continua dos sinusoéides, hd um

bloqueio completo do retorno venoso pelo mecanismo de venoclusao.

5. Fase de erecdao rigida

Nessa fase ha elevacdo da pressado acima da sistolica, tornando o pénis rigido
e ereto. E marcada pela contracdo do musculo isquiocavernoso sob a estimulacéo
sensorial. Além disso, o fluxo tanto venoso como arterial cessa, tornando o pénis um
sistema fechado. Apoés isso, h4A um decaimento na pressao retornando a circulacdo

ao tecido venoso.

1.2.2.2 Processo de detumescéncia ou estado flacido.

1. Fase inicial da detumescéncia
Com a liberacdo de mediadores vasocontritores, h4 um aumento transitorio da

pressao intracavernosa promovida pela contracdo do musculo liso contra o sistema

venoso fechado.
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2. Fase lenta da detumescéncia

Nesta fase ocorre uma lenta descompressao das veias emissarias, provendo o

retorno venoso, com progressiva e lenta diminui¢cdo da presséo.
3. Fase rapida da detumescéncia

Nesta fase o retorno venoso restabelece totalmente, promovida pela rapida

gueda da presséao intracavernosa.

Préstata

Nervo cavernoso
(autonémico)

/ Nervo dorsal

Artéria Dorsal (somatico)

Veia dorsal Profunda

Artéria dorsal

Nervo dorsal
(somatico)

Artéria circunflexa

Veia circunflexa Espagos sinusoidais |

Flacido .

Artéria helicoidal

Veia profunda dorsal

Tunica albuginea

Trabécula do musculo

Espago sinusoidal - liso

Corpo cavernosos - Plexo venular subttinica

Artéria cavernosa -

Figura 4 - Representa estrutura anatémica do pénis no estado flacido e de ereto.
Fonte: Verséo traduzida (Ralph, 2005) (verséo original em inglés)
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1.2.3 Mecanismo molecular de tumescéncia e detumescéncia peniano

O pénis no estado flacido tem seu tecido muscular liso no estado contraido e
regulado pela combinacédo do controle adrenérgico, miogénico intrinseco e fatores de
contracao derivados do endotélio (endotelina e prostaglandinas) (Andersson, 2018;
Panchatsharam e Zito, 2018). Apds o estimulo sexual (sensorial, tatil, visual, olfativo
e imaginario) ocorre a liberacdo de neurotransmissores a partir dos nervos terminais
cavernosos, levando ao relaxamento do musculo liso (Dean e Lue, 2005). A ativacdo
da inervacdo parassimpatica leva a ativacdo das fibras ndo adrenérgicas e néo
colinérgicas (NANC) e estimula a producdo de oxido nitrico (NO) (Panchatsharam e
Zito, 2018). O NO é formado a partir do aminoacido precursor, L-arginina, pela acéo
da enzima sintase do oxido nitrico (NOS) (Lundberg et al., 2008). A NOS possui trés
isoformas descritas: NOS neuronal (nNOS), NOS induzivel (iNOS), NOS endotelial
(eNOS) (Lundberg e Weitzberg, 2010). As trés isoformas podem ser encontradas no
tecido peniano, sendo a INOS presente somente em processos inflamatorios
(Lundberg e Weitzberg, 2010).

O NO formado ¢ liberado e se difunde através da membrana das células no
musculo liso do corpo cavernoso, ativando guanilato ciclase solavel favorecendo a
formacdo da guanosina monofosfato ciclico (GMPc) a partir da guanosina trifosfato
(GTP), este mecanismo esta representado na Figura 5 (Shamloul e Ghanem, 2013).
O GMPc, por sua vez, ativa a proteina cinase | dependente de GMPc, a qual diminui
a concentracdo de célcio intracelular, levando ao relaxamento (Figura 5) (Shamloul e
Ghanem, 2013). Esse processo no tecido peniano é evidenciado pelo aumento das
trabéculas devido ao relaxamento do musculo do corpo cavernoso e do aumento do
fluxo arterial, promovendo a compressdo das veias subtUnicas contra a parede da
tunica albuginea e causando a venocluséo (Prieto, 2008; Shamloul e Ghanem, 2013).

O aumento do fluxo sanguineo promove estresse de cisalhamento nas células
endoteliais. Assim, levando a formacao e liberacdo de NO, a qual sustenta o processo
de erecdo peniano iniciado pela estimulacdo das fiboras NANC (Figura 5) (Prieto,
2008).

O acumulo de GMP ocorre durante a ere¢do. Para que este efeito cesse, ha
uma enzima, chamada fosfodiesterase, responsavel pela hidrolise do GMPc (Figura

5) (Lin, 2009). A fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) é importante no corpo cavernoso,
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regula a via NO-GMPc por meio da reacdo de hibrolise, transformando a GMPc em
GMP, o qual ndo apresenta capacidade de relaxar o musculo (Figura 5) (Salvi et al.,
2004; Andersson, 2018). Com a degradacdo de GMPc, ocorre aumento da
concentracdo de célcio intracelular, que leva a contracdo do musculo liso do corpo

cavernoso e o retorno do pénis ao estado flacido (Salvi et al., 2004).

*-— Fibras NANC

Célula do masculo liso ,

N

\
d - *
e
-\

Relaxamento
, mﬂ-< Estresse i

cisalhamento

.‘-- - Célula endotelial

Figura 5- Relaxamento das células do musculo liso do corpo cavernoso durante a erecéo. ApGs
o estimulo sexual, ocorre ativacdo da inervacédo nao adrenérgica e nao colinérgica (NANC) e estimula
a producédo de oxido nitrico (NO). O NO formado é liberado e se difunde através membrana e ativa
guanilato ciclase soluvel, e esse por sua vez, converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfosfato ciclico (GMPc). O GMPc promove o sequestro dos fons calcio (Ca?*) pelo reticulo
sarcoplasmatico e inativa os canais de Ca?* e favorece o relaxamento. O estresse de cisalhamento,
ativa o receptor nas células endoteliais, promovendo a formacéo fosfafotidilinositol trifosfato (insP3) a
partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Ptdins (4,5) P2). O insP3 ativa a enzima oxido nitrico sintase,
levando a formacdo de NO, e este é liberado e se difunde através da membrana das células do
musculo liso. Esse processo é regulado pela fosfodiesterase tipo 5, que degrada GMPc formando
GMP.

Fonte: Imagem adaptada (Yafi et al., 2016)

Canal de Ca**

Como mencionado anteriormente, o retorno do processo da erecdo ao estado
flacido € dependente também da estimulacéo simpatica (Prieto, 2008; Panchatsharam
e Zito, 2018). A estimulacdo da inervacdo simpatica promove a liberacdo de
norepinefrina, como representado de forma simplificada na Figura 6 (Prieto, 2008). A
norepinefrina liga-se ao receptor a ativando a proteina G, que por sua vez ativa a
fosfolipase C, favorecendo a formacéo de fosfatidilinositol trifosfato (IP3) a partir de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) (Prieto, 2008). A IP3 ativa os canais de calcio na
membrana das células do musculo liso, assim como os canais de calcio no reticulo
sarcoplasmético (Prieto, 2008). Com o aumento intracelular do calcio, desencadeia-
se a ligacdo do calcio a proteina calmodulina (Prieto, 2008). O complexo célcio-

21



calmodulina ativa a miosina cinase da cadeia leve (MCLK), levando a fosforilacdo da
miosina de cadeia leve (MLC) (Prieto, 2008).

Este processo no tecido peniano € marcado pela contracdo das arteriolas e
musculo liso, retomando o efluxo venoso, também conhecido como detumescéncia
(Shamloul e Ghanem, 2013).

!< Fibra adrenérgica
LI )

Norepinefrina > o
“ Receptor a

/ — Ca1+
” e ) Canal de Ca?*

B
Calmodulina

Célula =
muscular f\ _ \
lisa ATP AMPc g ’ , ,
T’ 3 ER @ Ca%t

p

Figura 6 - Mecanismo molecular do processo de detumescéncia peniana, sinalizagdo simpética.
No estado flacido h4 uma regulagdo continua da inervacdo adrenérgica, via norepinefrina. A
norepinefrina se liga no receptor a promove a conversao de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Ptdins (4,5)
P2) em fosfatidilinositol trisfosfato (insP3), este por sua vez ativa os canais de calcio (Ca?") na
membrana da célula muscular lisa e no reticulo sarcoplasmatico, aumentando a concentragéo de Ca?
intracelular. O aumento de Ca?* promove a formagéo do complexo Ca?* + calmodulina e este ativa a
miosina cinase de cadeia leve, que fosforila a cadeia leve de miosina (MCL), favorecendo a contracao.
A via simpdtica inativa gualinato ciclase solUvel, inibindo assim a formacgéo de adenosina monofosfato
ciclica via adenosina trisfosfato.

Fonte: Imagem adaptada (Yafi et al., 2016)

Dessa forma, a interferéncia continua em alguma destas vias (que comprometa
0 processo de tumescéncia peniana), acarreta o desenvolvimento de disfungéo erétil
(Decaluwe et al., 2014).

1.3 Etiologia da doenca e epidemiologia

A disfuncao erétil (doravante DE) € considerada uma manifestacdo funcional e
estrutural anormal que afeta a capacidade de atingir ou manter uma ere¢ao peniana
suficiente para alcangar satisfagéo durante a relagcdo sexual (Decaluwe et al., 2014,

Hackett et al., 2018). Essa condi¢cdo, pode acarretar dificuldades emocionais e de
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relacionamento do homem, causando impacto na qualidade de vida, na autoestima e
no humor (Modesto e Couto, 2018).

A DE possui prevaléncia maior em homens com idade entre 40 a 70 anos,
acometendo cerca de 150 milhdes de homens no mundo e possui estimativa de 322
milhdes de casos até 2025 (Shamloul e Ghanem, 2013; Decaluwe et al., 2014). De
forma mais detalhada, a prevaléncia em homens com menos de 40 anos € de 1-10%,
ja em homens com idade entre 40-49 anos é de 2-9% e maior que 20% em homens
acima dos 49 anos (Shamloul e Ghanem, 2013). No Brasil, cerca de 49% dos homens
com idade entre 40-69 anos tem DE (Moreira et al., 2003). Ainda, estimam-se que
cerca de 11 milhdes de homens sofrem com algum grau de DE, com incidéncia de 1
milhdo de novos casos a cada ano no Brasil (Moreira et al., 2003; Jackson, 2004).
Apesar de nao ser uma doenca letal, individuos com DE possuem maiores riscos de
eventos cardiovasculares (Fan et al., 2018; Kluge e Hamburg, 2018).

A DE possui etiologia dividida em organica e psicogénica ou a associacao entre
elas (mistas) (Panchatsharam e Zito, 2018). As causas psicogénicas principalmente
mediadas pela adrenalina sdo associadas a fatores como: stress, depresséo e
ansiedade (Yafi et al., 2016). Estes fatores podem estar relacionados a experiéncias
traumaticas, pressodes sociais e familiares, problemas em relacionar, medo de falhar
no intercurso sexual entre outros (Shamloul e Ghanem, 2013). Apesar da relevancia
clinica das causas psicogénicas, alguns estudos apontam que a maioria dos casos de
DE séo decorrentes de causas organicas (Shin et al., 2011; Yafi et al., 2016).

As causas organicas sao divididas em neurogénica, endocrinolégica e
vasculogénica. As causas neurogénicas sdo decorrentes da falta de resposta da
sinalizacédo dos nervos do corpo cavernoso (Shamloul e Ghanem, 2013). No que tange
as vias de sinalizacdo neurais, pode ocorrer comprometimento tanto no sistema
nervoso central como periférico (aferente e eferente). Condi¢cdes neuropatolégicas do
sistema nervoso central, tais como: esclerose multipla, epilepsia de lobo temporal,
doenca de Alzheimer e danos na corda espinhal ja foram associadas a DE (Yafi et al.,
2016). Alem disso, danos periféricos podem modificar a resposta do nervo periférico
eferente e aferente. A dessensibilizacéo aferente no nervo em pacientes com Diabete
Mellitus j& foi associada a DE. J& outras condi¢cbes, tais como cirurgias radicais
pélvicas podem afetar regifes eferentes de sinalizacdo do nervo cavernoso e como

decorréncia leva a DE. De fato, ap0s a cirurgia de prostatectomia radical, cerca de 20
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a 75% dos pacientes desenvolvem DE, associada a danos nos nervos cavernosos
(Nelson et al., 2013).

Ademais, hormonios andrégenos possuem participacao importante na fisiologia
e erecdo peniana (Yafi et al.,, 2016). Distarbios endécrinos podem levar ao
desenvolvimento de disfuncao erétil (Shamloul e Ghanem, 2013; Yafi et al., 2016). Um
dos principais hormonios, a testosterona, possui participacdo importante na expressao
de NOS e PDE-5 no tecido peniano (Shamloul e Ghanem, 2013). Niveis baixos de
testosterona decorrente de hipogonadismo j& foram associados a DE (Shamloul e
Ghanem, 2013).

Contudo, apesar destas causas serem bastante relevantes, cerca de 70% das
causas organicas de DE sdo decorrentes de fatores vasculares, ou seja,
vasculogénicas (Hale et al., 2009; Yafi et al., 2016). A disfungéo endotelial no tecido
peniano, pode diminuir os niveis de NO e comprometer a fungéo erétil normal.
Fisiologicamente, o NO desempenha uma funcéo essencial no tecido peniano, pois a
sua liberacao pelos terminais das fiboras NANC e células endoteliais favorece o inicio
e a sustentacao da erecao peniana. Além disso, interessante que os fatores de riscos
gue contribuem para desenvolvimento da DE sdo semelhantes aos das doencas
cardiovasculares (Shin et al., 2011). Como exemplo podem ser citadas diabetes
Mellitus, tabagismos, etilismo, hiperlipidemia, hipertensdo e doencas coronarianas
(Jackson, 2004; Watts et al., 2007). Dessa forma, estudos apontam que a DE pode
ser considerada um marcador de doencas cardiovasculares silenciosas, como
aterosclerose e doenca arterial coronariana (Jackson, 2004; Billups, 2005).

Outros parametros, como algumas classes de farmacos, também podem estar
associados ao desenvolvimento de DE. Dentre esses farmacos podem ser citados:
beta e alfa bloqueadores, diuréticos tiazidicos, bloqueadores de receptores de
angiotensina, estatinas, fibratos, agentes psicotrépicos entre outros (Jackson, 2004;
Lotti e Maggi, 2018).

Assim, para amenizar a condicdo de disfuncéo erétil, diversas abordagens

terapéuticas sdo aplicadas na pratica clinica.

1.4 Avaliacao clinica de disfuncéao erétil

Como vimos, a DE possui causas multifatoriais, o que torna o seu diagndéstico

complexo (Mcvary, 2009; Yafi et al., 2016). Por isso, a avaliagdo do paciente baseia-
24



se no entendimento do historico psicossocial, clinico e sexual (Mcvary, 2009;
Shamloul e Ghanem, 2013). O histdrico clinico auxilia na exclusdo ou inclusdo de
fatores que afetam a funcdo erétil. JA o historico sexual permite entender a
performance, comportamento e atitudes sexuais do individuo (Shamloul e Ghanem,
2013). Essa abordagem permite distinguir a disfuncdo erétil de outras doencas
sexuais, como exemplo, ejaculacdo precoce, desejo e interesse sexual (Mcvary,
2009). Ocasionalmente, problemas psicoldgicos podem afetar a funcéo erétil. Por isso
o histérico psicossocial é de suma importancia e acompanhado, quando aplicavel, de
diagnésticos psiquiatricos.

Além disso, questionarios padrbes séo frequentemente utilizados para
confirmacdo de DE e servem para mensurar a severidade da disfuncdo (Mcvary,
2009). Atualmente o questionario indice internacional de funcao erétil (IIEF) é o padrao
ouro utilizado na prética clinica. O IIEF avalia 5 dominios fung¢éo sexual, que séo: 1)
Funcao erétil, 2) Funcdo orgasmica, 3) Desejo sexual, 4) Satisfacéo intercurso sexual
e 5) Satisfacao geral (Rosen et al., 1997; Gonzaéles et al., 2013). Como representado
na tabela 1, a classificacdo varia mediante a pontuacdo do questionario no dominio
funcéo erétil (Gonzales et al., 2013). O questionario permite acompanhar a evolucéo

do paciente ao longo do tratamento (Gonzales et al., 2013).

Tabela 1 - Classificagao do grau de DE segundo a pontuacéo do dominio funcgao erétil do questionario
IIEF

Categoria Pontuacéao
Severa 6al0
Moderada 11 a 16
Leve para Moderada 17a21
Leve 22a25
Funcdao erétil normal 26 a 30

Fonte: Adaptado de Gonzales et al (2013) (Gonzales et al., 2013)

Assim, ao confirmar a condicdo sexual do paciente como disfuncédo erétil

diversas abordagens terapéuticas sao aplicadas na prética clinica.
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1.5 Tratamento de disfuncéo erétil

Em meados de 1970, o tratamento para DE era feito por aconselhamento
psicologico e em casos severos implantes penianos. Desde entdo, com o avanco das
pesquisas em medicina surgiram os inibidores de PDE-5. Atualmente, os inibidores
de PDE-5 sdo amplamente utilizados na pratica clinica, sendo a primeira linha de
escolha para o tratamento da DE (Lin, 2009; Andersson, 2018). Dentre os inibidores
da PDE-5 podem ser citados citrato de sildenafila, tadalafila, vardenafila e avanafila,
entre outros (Salmasi et al., 2016). Essas drogas facilitam a erecéo pela inibicdo da
enzima PDE-5, ao qual € responsavel pela degradacdo de GMPc. Além do uso dos
inibidores de PDE-5, é recomendado mudancas no estilo de vida, pratica de exercicios
fisicos, ndo fumar ou ingerir bebidas alcodlicas (Shamloul e Ghanem, 2013).

Quando o paciente nao responde ao tratamento com os inibidores de PDE-5,
existem outras abordagens terapéuticas que podem ser utilizadas, tais como, injecédo
intracavernosa, supositorio intrauretral, dispositivos de erecédo a vacuo. Mas em casos
severos recorre-se ao tratamento cirdrgico, sendo por prétese peniana ou

revascularizagao peniana.

1.6 PDE-5 e Inibidores de PDE-5

A PDE-5 tem participacdo em diversos processos fisiologicos e patoldgicos,
sendo amplamente conhecida por afetar a via de sinalizacdo de GMPc no musculo
liso (Lin, 2009). A regulacdo do GMPc por acdo da enzima da PDE-5 leva a contracao
do musculo liso peniano. Assim, sua inibicdo aumenta a biodisponibilidade de GMPc,
favorecendo o relaxamento do musculo liso do corpo cavernoso (Lin, 2009). Isso
explica a eficacia dos inibidores de PDE-5 no tratamento de DE (Lin, 2009). Todos os
inibidores de PDE-5 possuem o mesmo mecanismo de acédo, somente diferindo no
perfil farmacologico. O sildenafil, vardenafil e avanafil atingem tempos de
concentragdo maxima plasmética (Tméax) similares, enquanto que o tadafil atinge em
maior tempo (Le et al., 2019).

O uso do sildenafil foi aprovado em 1998, sendo o primeiro inibidor a ser
comercializado (Le et al., 2019). A administracao é por via oral, sendo as doses de 25,
50 e 100 mg, dependendo da resposta do paciente. Apds a administracdo oral, ele é
rapidamente absorvido, atingindo a concentracdo méxima plasmética em 30 a 60

26



minutos (Le et al., 2019). Possui um tempo de meia vida de 4 horas, tempo de agéao
no organismo de 12 horas (Le et al., 2019). A sua eficacia pode ser modificada pela
dieta, por isso ndo é recomendada a ingestdo alimentos pesados ou carnes
gordurosas apés a sua administracdo (Le et al., 2019). Estudos mostram que o
sildenafil possui efeitos neuroprotetores, diminuem expressdo de fatores pré
inflamatérios: assim como, aumenta a viabilidade celular (Wright, 2006; Salmasi et al.,
2016).

Os efeitos adversos do uso dos inibidores de PDE-5 sdo comuns, pois nao
existe 100% de seletividade quanto a enzima PDE-5. Ja foram descritas 11 isoformas
de PDEs, sendo: PDE-1; PDE-2; PDE-3; PDE-4; PDE-5; PDE-6; PDE-7; PDE-8; PDE-
9; PDE-10; PDE-11, localizadas em diferentes tecidos no corpo (Lin et al., 2006). A
PDE-5 é a mais abundante no corpo cavernoso (Lin et al., 2006). Esses efeitos sédo
decorrentes da interac&o dos inibidores de PDE-5 com outras PDEs em outros tecidos
do mdasculo liso no organismo. Os efeitos adversos comuns sao cefaléia, rubor,
tontura, congestdo nasal (Lin et al., 2006).

No entanto, apesar da eficacia clinica do uso de inibidores das PDE-5 na DE,
cerca de 30 a 40% dos pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento
(Shamloul e Ghanem, 2013).

Alguns fatores de riscos da DE podem interferir na resposta aos inibidores de
PDE-5, podendo ser citados: Diabete Mellitus, tabagismo, alcoolismo, doencas
cardiovasculares (Abdel-Hamid e Andersson, 2009). Contudo, variac6es genéticas
também podem interferir na resposta ao inibidor de PDE-5 (Hahn et al., 2010; Marchal-
Escalona et al., 2016).

1.7 Polimorfismos no gene PDESA

Como mencionado anteriormente, as variacées genéticas podem influenciar as
respostas a um determinado farmaco. As variabilidades genéticas intra espécies
conferem aos individuos respostas adaptativas as mudancas ambientais e podem ter
implicacbes na saude humana (Ellegren e Galtier, 2016).

Com o0s avancos ha genética surgiram conceitos bastante relevantes no
conhecimento do genoma humano e da caracterizacdo das variabilidades (Abdel-
Hamid e Andersson, 2009; Ellegren e Galtier, 2016). As variacbes genéticas,

conhecidas como polimorfismos, sdo designadas como variagdes em genes com
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frequéncia maior que 1% na populagéo (Ellegren e Galtier, 2016). Os polimorfismos
estao localizados ao longo do loci ou cromossomos e dependendo da natureza podem
ser classificados de troca, delecéo, insercéo ou por sequéncias repetidas ao longo do
gene (VNTR/ microssatélites) (Lin, 2009; Ellegren e Galtier, 2016). Os polimorfismos
classificados como de troca, sdo conhecidos como polimorfismo de nucleotideo de
base unica (SNP — Sigla em inglés, Single nucleotide polymorphism), caracterizados
pela troca de uma base nitrogenada (Ellegren e Galtier, 2016). A presenca de
polimorfismos nos genes pode afetar diretamente a sadde ou na resposta a farmacos
(Ellegren e Galtier, 2016). Estas influéncias podem ser decorrentes de modificacbes
na absorcdo, metabolismo ou no mecanismo de acdo (Abdel-Hamid e Andersson,
2009). Por esse motivo, surgiu a farmacogenética, que estuda a influéncia de
caracteristicas genéticas hereditarias nas respostas farmacolégicas (Lacchini e
Tanus-Santos, 2014).

Até o momento, diversos polimorfismos ja foram mapeados no gene da PDE5SA
localizados na regido promotora, de introns ou de éxons (Abdel-Hamid e Andersson,
2009). O gene PDESA fica localizado no cromossomo 4 (4g26), possui 21 éxons,
comprimento de 4415 pares de base e codifica uma proteina de 875 aminoacidos
(Andersson, 2018). Diversos polimorfismos genéticos ja foram associados a
alteracGes na eficacia do sildenafil, incluindo variantes de PDESA (Sperling et al.,
2003; Lacchini et al., 2014; Marchal-Escalona et al., 2016; Azevedo et al., 2017;
Lacchini et al., 2018). Apesar de existirem poucos estudos relacionados ao gene,
evidéncia em estudo de gendmica ampla mostrou que polimorfismos no gene PDESA
podem ter relevancia clinica (Vasan et al., 2007). Nesse estudo associou-se 0
polimorfismo rs2389866 como marcador de velocidade de fluxo hiperémico da artéria
braquial e como fator de risco de doencgas cardiovasculares (Vasan et al., 2007). De
fato, outro estudo em pacientes diabéticos e ndo diabéticos mostrou associacédo da
presenca de polimorfismo no gene PDESA a pior resposta ao farmaco em pacientes
nao diabéticos (Marchal-Escalona et al., 2016). JA em outros tecidos, associaram a
progressédo das doencas relacionadas a nefropatia por depésito de imunoglobulina A
com a presencga de polimorfismo no gene PDE5SA (Hahn et al., 2010).

Com base no exposto acima, a hipétese do nosso trabalho é que a presenca

de alelos variantes no gene PDESA esta associada a resposta ao sildenafil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a associacdo de polimorfismo do gene PDESA com a resposta ao

sildenafil em pacientes com DE.

2.2 Objetivos especificos

Verificar associagdo dos genétipos e haplotipos de rs2389866, rs3733526 e
rs13124592 com a resposta ao sildenafil em pacientes com DE de diferentes etiologias

(Disfuncéo erétil clinica, DEC e Disfuncao erétil pos-prostatectomia, DEPP)

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Voluntarios

Os pacientes com DE sé&o oriundos do Ambulatério de Urologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP), sob coordenacao
do Prof. Dr. Silvio Tucci Junior da FMRP-USP. O estudo foi realizado em pacientes
com disfuncao erétil clinica (DEC) e pGs prostatectomia (DEPP).

Os pacientes (DEC e DEPP) foram recrutados por convite pessoal. A
abordagem do paciente foi sempre realizada em locais reservados, evitando a
exposicao de sua condicdo a demais usuarios dos servi¢os do hospital.

Os pacientes foram subdivididos em 2 grupos mediante a origem etiolégica da
doenca, sendo, um grupo constituido por 71 pacientes com DEC e outro por 71
pacientes com DEPP. Apos a consulta com o médico andrologista, foi feita a analise
da prescricdo médica e, caso o paciente tenha recebido prescricdo de Sildenafil (50/
100 mg), este foi acompanhado ao longo do tratamento por um més ou até que fossem
utilizadas 8 doses do farmaco. Antes do tratamento, foi aplicado o questionério IIEF.
No retorno habitual do paciente ao HC, foram aplicados novos questionarios e novas
coletas de sangue.

A coleta de sangue (30 mL) foi feita por puncéo venosa no antebraco utilizando

seringas tradicionais ou a vacuo. Brevemente, apds a coleta, o sangue foi processado
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para obtencdo leucocitos, soro e plasma. As amostras de plasma, soro,
leucécitos e sangue total foram aliquotadas em tubos de 2,0 mL previamente
identificados e congeladas imediatamente em gelo seco no local de coleta, sendo
posteriormente armazenadas em biorrepositério no freezer - 80 °C (leucdcitos, soro e

plasma) e -20°C (sangue total).

3.2 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo
Paulo, CAE n° 03973718.6.0000.5393.

A coleta de dados s6 foi realizada em individuos que, uma vez convidados,
concordaram em participar do estudo, sendo incluidos somente aqueles que se
encaixaram nos critérios de inclusdo e que leram, compreenderam e autorizaram sua
participacdo, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE), devidamente aprovado pelo CEP.
3.3 Critérios de incluséo

Os critérios de incluséo para o estudo foram: idade entre 18 e 80 anos; queixas
envolvendo a atividade sexual; pacientes elegiveis para uso do sildenafil; diagnéstico
meédico de disfuncéo erétil; e pontuacao do IIEF > 26.
3.4 Critérios de excluséao

Os critérios de exclusdo considerados para o estudo foram: presenca de
hipogonadismo; bexiga neurogénica; ejaculagdo precoce; implantes penianos;

acidentes cerebrovasculares; traumas no sistema nervoso central; e, anormalidades

anatdmicas (doenca de Peyronie).
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3.5 Avaliacédo da funcao erétil e da resposta ao sildenafil.

Para avaliacdo da funcdo erétil foi aplicado o questionario International Index
for Erectile Function (IIEF) igualmente a todos os participantes do estudo antes e
depois do tratamento com sildenafil. A dose de sildenafil foi de 50 ou 100 mg (definidos
a critério médico). O valor maximo de pontuacdo do dominio funcéo erétil (FE)
considerado foi de 30, os célculos foram feitos da seguinte forma:

a) P2 - P1 = AlIEF;

b) 30 - P1 = MRP;

c) AlIEF / MRP 100 = % MRPatingida

Onde: P1 = 5-lIEF antes tratamento, P2 = 5-1IEF ap0s tratamento e MRP =
maxima resposta possivel.

Com as pontuacdes da funcéo erétil foi calculado a mediana onde que os
individuos com pontuacdes acima foram considerados bons respondedores e abaixo

como maus respondedores.

3.6 AvaliacOes genéticas

3.6.1 Genotipagens dos SNPs

A extracdo do DNA gendmico foi realizada pelo método salting-out (com
purificacdo com fenol-cloroférmio), a partir de amostras de 500 uL de sangue total. As
amostras de DNA gendmico foram quantificadas no espectrofotometro NanoDropTM
100 (Thermo Fisher Scientific Inc.), diluidas (quando necessario) a 300 ng/pL e
armazenadas em freezer a - 20°C. Partindo das amostras concentradas, foram feitas
solugdes de DNA a 5 ng/ yL para as analises, que foram armazenadas em geladeira.

O polimorfismo rs2389866, rs3733526 e rs13124592 foram genotipados
utiizando um ensaio de discriminacdo alélica TagMan. Todas as reacfes foram
realizadas utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo
real no aparelho StepOne Plus (Applied biosystems). Os iniciadores e sondas foram
desenhados pela Applied Biosystems. Brevemente, a reagéo foi preparada para um
volume final de 10 pL (5 ng de DNA, Tagman Master Mix 1x, Tagman genotyping
assay 1x). Os resultados obtidos foram quantificados e analisados pelo software do

fabricante.
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4. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram feitas através de tabelas de contingéncia (dados
qualitativos), teste T de Student ou Mann Whitney (no caso de dois grupos, variaveis
guantitativas paramétricas ou nao paramétricas, respectivamente), ANOVA com pos-
teste de Tukey ou teste Kruskal-Wallis (mais de dois grupos, variaveis quantitativas e
paramétricas ou nao paramétricas, respectivamente). Os valores foram considerados
estatisticamente significativos para p<0.05 e expressos em média + desvio padréo.

Os efeitos dos gendtipos e alelos sobre as medidas de resposta ao sildenafil e
sobre a qualidade das respostas dos pacientes foram avaliados por analises de
regressao linear multivariada e de regressao logistica multivariada, respectivamente,
utilizando o software JMP 13.0.0 (SAS Institute). Nessa analise foram incluidas as
varidveis de importancia clinica idade, diabetes e tabagismo e, também, os gendtipos
e alelos como variaveis independentes nos modelos de regressao linear e logistica
multivariada. Os valores AlIEF, AIEF% e scores I|IEF (pds-tratamento) foram
convertidos em escala logaritmica e incluidos como variaveis dependentes para
regressao linear multivariada. Para a regressao logistica multivariada, a classificacédo
como bons ou maus respondedores foi considerada como variaveis dependente. Os
valores foram considerados significativos quando P < 0,05.

Outra abordagem utilizada foi a anéalise de desiquilibrio de ligacdo entre os
polimorfismos rs2389866, rs3733526 e rs13124592 estudados. Pelos dados
encontrados observamos que estao altamente ligados no gene. Mediante os dados, o0
rs13124592 estéa perfeitamente ligado com o rs2389866 (D’=1,00). E o rs373326 esta
altamente ligado com rs2389866 (D’=0,88). Em outras palavras, ao avaliarmos os
efeitos de um dos polimorfismos citados, estamos avaliando também a influéncia do
outro polimorfismo no gene. Por esse motivo optamos por analisar somente 0

rs2389866 para este estudo, o que infere os resultados dos outros polimorfismos.
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5. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos dois grupos foram similares,
apresentando diferencas estatisticas somente nos parametros de idade, colesterol

total e score de IIEF pos-tratamento (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados.

Caracteristicas DEC (n=71) DEPP (n=71)
Idade (anos) 55+11 65 £ 6*
Etnia (brancos/ ndo Brancos) 36/35 33/38
IMC (Kg/m?) 275145 28,1+4.4
Praticam atividade fisica (%) 46 42
Tabagismo (n)
Fumantes 13 7
Ex-fumantes 35 34
N&o fumantes 24 30
Etilismos® (%) 10 10
PAS (mmHg) 139 +18 145 + 22
PAD (mmHg) 91+11 93+12
Colesterol total (mg/dL) 183 £ 36 174 + 46*
Colesterol HDL (mg/dL) 41 +8 405
Colesterol LDL (mg/dL) 114 £33 99 + 40
Triglicerideos (mg/dL) 143 + 80 155+ 85
Glicose (mg/dL) 118 + 39 119 + 40
Ureia (mg/dL) 33+12 32+13
Creatinina (mg/dL) 1,1+04 1,2+0,5
Hipertensos (%) 46 58
Diabéticos (%) 42 41
Score |IEF
pré-tratamento 9,6 +6,3 8,4+5,6
pés-tratamento 16,5+8,9 13,3+ 8,0*

DEC, disfunc&o erétil clinica; DEPP, disfuncéo erétil ps prostatectomia; IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial
sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; IIEF,
indice Internacional de Func&o Erétil. a Consumo de etanol >30 g/dia. Dados expressos como média + desvio padréo, valores
absolutos ou frequéncias relativas (%).*P<0,05 vs DEC.

A distribuicdo dos gendtipos no polimorfismo do gene PDESA esta de acordo
com o equilibrio de Hardy — Weinberg (p > 0,05).
As pontuacfes no dominio FE do IIEF pés-tratamento da DE com sildenafil

foram analisadas em relacdo aos genétipos (Figura 7) dos pacientes com DEC e

DEPP e ndo houve diferencas estatisticas para ambos grupos.
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Figura 7 - Score funcéo erétil (FE) pos-tratamento x genétipos dos polimorfismos do gene
PDESA, rs2389866, do DEC e DEPP, modelo dominante. A) DEC, disfun¢éo erétil clinica; B) DEPP,
disfuncdo poés prostatectomia. Valores considerados estatisticamente significativos quando p < 0.05,
expressos como média + desvio padréo. Teste de Kruskal-wallis

Pelas analises de AIIEF X gendtipos do polimorfismo no gene PDESA (Figura
7) nos pacientes com DEC (Figura 8a) ndo houve diferenca estatisticas, em ambos
modelos. Porém, no modelo dominante, como podemos observar houve associacéo
da variante “C” a pior resposta ao sildenafil no grupo DEPP (Figura 8b).
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Figura 8 - AlIEF x genétipos dos polimorfismos do gene PDESA, rs2389866, do DEC e DEPP. A)
DEC, disfuncéo erétil clinica; B) DEPP, disfun¢édo poOs prostatectomia. Modelo aditivo — Teste de
Kruskal-wallis; Modelo dominante — Teste de Mann Whitney. Valores considerados estatisticamente

significativos quando *p < 0.05, expressos como média + desvio padrao.

De acordo com os valores do percentual de maxima resposta possivel (%MRP)
associados aos genotipos dos pacientes DEC e DEPP (Figura 9) ndo houve diferenca
estatistica no modelo aditivo, em ambos grupos. Em relacdo ao modelo dominante,
foi observado associagao do alelo variante “C” do polimorfismo rs2389866 com a pior

resposta ao sildenafil no grupo DEPP
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Figura 9 - % MRP x gendtipos do polimorfismo do gene PDESA, rs2389866, do DEC e DEPP. A)

Dec, disfuncéo erétil clinica; B) DEPP, disfuncéo pés prostatectomia. Modelo aditivo — Teste de Kruskal-

wallis; Modelo dominante — Teste de Mann Whitney. Considerados estatisticamente significativos

guando *p < 0.05. Valores expressos como média + desvio padréo.

Outra abordagem usada para verificar a resposta foi dicotomizar pacientes cujo

valor de AIIEF estavam acima ou abaixo da mediana. Esses foram classificados em

bons e maus respondedores, respectivamente, (Tabela 3 e 4) nos grupos DEC e

DEPP. Nao encontramos associagcao entre 0s genotipos e a presenca no grupo bom

e mau respondedor na andlise ndo corrigida, como também na corrigida
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Tabela 3 - Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo estudado entre os grupos Bons Respondedores (BR) e Maus Respondedores (MR) - Grupo DEC

BR MR
SNP Genétipo Pne ORnc (IC) Pc ORc (IC)
(n = 36) (n =30)
rs2389866 TT 23 (0,64) 19 (0,64) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
cT 12 (0,33) 10 (0,33) 0,686 1,20 (0,43 — 3,38) 0,52 2,08 (0,08 — 25,15)
cc 1 (0,03) 1 (0,03) 0,894 1,00 (0,06 — 17,1) 0,99 1,01 (0,01 - 12,99)

Pnc Geral = 0,991
P. Geral = 0,998

SNP, single nucleotide polymorphism; DEC, disfungéo erétil clinica; Pnc, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; Pc, valor de P referente a estatistica
corrigida; ORnc, valor de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; ORc, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confianca de
95%. Dados mostrados como n (frequéncias relativas)..
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Tabela 4 - Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo estudado entre os grupos Bons Respondedores (BR) e Maus Respondedores (MR) - Grupo DEPP

_ BR MR
SNP Genétipo Pne ORnc (IC) Pc ORc (IC)
(n =30) (n=34)
rs2389866 TT 30 (0,83) 20 (0,59) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
CT 5(0,17) 12 (0,35) 0,066 2,75 (0,90 — 9,94) 0,52 2,08 (0,17 — 25,15)
CcC 0 (0,00) 2 (0,06) 0,123  1,25(0,28 - 137,0) 0,99 1,01 (0,01 - 83,53)

Pnc Geral = 0,074
P. Geral =0,404

SNP, single nucleotide polymorphism; DEPP, disfuncéo erétil pds-prostatectomia Pnc, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; Pc, valor de P referente a

estatistica corrigida; ORnc, valor de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; ORc, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de
confianca de 95%. Dados mostrados como n (frequéncias relativas).

Para verificar se a resposta ao sildenafil poderia estar sendo influenciada pelos fatores de riscos, analisamos 0s nossos dados
pela estatistica corrigida, representada nas tabelas 5 e 6. Observamos que os fatores de confusdo, idade, diabetes, tabagismo, uso
de anti-hipertensivo, considerados no nosso modelo de regressao linear, ndo interferem na resposta ao sildenafil. Além disso (tabela
dominante), os resultados considerados significativos na estatistica ndo corrigida foram significativos na estatistica corrigida (Tabela
6).
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Tabela 5 - Andlise de regresséo linear multivariada mostrando os efeitos dos gendtipos do polimorfismo do gene PDESA nos pardmetros de responsividade
do Sildenafil em DEC e DEPP, Modelo dominante

AlIEF AlIEF% Score IIEF p6s-tratamento
DEC DEPP DEC DEPP DEC DEPP
Modelo Aditivo Aditivo Aditivo Aditivo Aditivo Aditivo
R2=0,10 R2=0,12 R2=0,12 R2 = 0,098 R? = 0,20 R? = 0,07
RMSE = 0,47 RMSE = 0,47 RMSE = 0,76 RMSE = 0,76 RMSE = 0,29 RMSE = 0,29
B P B P B P B P B P B P
Idade 0,001 0846 001 0261 -0,009 0344 001 032 <-0006 0092 <0006 0,267
Tabagismo
Fumante 011 0248 010 0437 0095 0563 017 0425 -004 0480 <005 0,512
Ex-fumante 0,09 0263 -009 0343 -011 0403 -0,15 0309 003 0534 -004 0461
N0 fumante <002 0785 <001 0859 -0018 0899 -001 0894 <001 0821 001 0,830
Ser diabético 0,08 0178 -006 0358 -0,14 0179 -0,08 0328 -006 0086 -003 0457
Uso de anti- 005 0389  -004 0430 0074 0489 -005 0541 -001 0125 -001 0,608
hipertensivo
PDE5A
rs2389866 TT  -009 0499 025 0051 -015 0480 030 0144 0009 0903 -0,06 0441

CT -0,07 0,609 -0,00 0,999 -0,16 0,470 -0,07 0,720 -0,02 0,778 -0,11 0,172
CcC 0,16 0,503 -0,25 0,277 0,31 0,419 -0,22 0,549 0,01 0,924 -0,17 0,218
P Global =0,784 P Global =0,071 P Global=0,719 P Global =0,142 P Global =0,908 P Global =0,390

DEC: disfuncéo erétil clinica; DEPP: disfuncao erétil pés-prostatectomia; IIEF: indice internacional de funcao erétil; AIIEF: subtracdo do escore IIEF antes do
tratamento do escore IIEF apos o tratamento. AIIEF%: percentil da resposta maxima possivel que o paciente poderia obter (consulte Materiais e métodos para
mais detalhes); R2: fragdo da variabilidade da variavel dependente que é explicada por este modelo. B: estimativa de efeito. Todas as variaveis continuas,

exceto a idade, foram normalizadas. Todos os modelos foram corrigidos por idade, tabagismo, diabetes e tratamento atual com anti-hipertensivos.
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Tabela 6 - Andlise de regresséo linear multivariada mostrando os efeitos dos gendétipos dos polimorfismos do gene PDESA nos parametros de responsividade
do Sildenafil em DEC e DEPP, Modelo dominante

AlIEF AlIEF% Score IIEF pOs-tratamento
DEC DEPP DEC DEPP DEC DEPP
Modelo Dominante Dominante Dominante Dominante Domiante Dominante
R?=0,10 R2=0,12 R2=0,11 R?2=0,09 R?2=0,16 R%=0,04
RMSE = 0,47 RMSE = 0,47 RMSE = 0,76 RMSE = 0,76 RMSE = 0,29 RMSE = 0,29
B P B P B P B P B P B P
Idade <-0,01 0,827 0,1 0,263 <-0,009 0,328 0,01 0,326 <-0,006 0,088 <0,006 0,262
Tabagismo
Fumante 0,11 251 0,11 0,418 0,09 0,573 0,17 0,416 -0,04 0,475 <0,05 0,550
Ex-fumante -0,08 0,306 -0,09 0,343 -0,09 0,485 -0,15 0,306 0,03 0,502 -0,04 0,459
Néao fumante <-0,03 0,705 <-0,02 0,821 0,000 0,999 -0,02 0,879 <0,01 0,838 -0,006 0,901
Ser diabético -0,08 0,189 -0,06 0,403 -0,13 0,196 -0,07 0,499 -0,06 0,124  -0,04 0,357
U.SO de a’.‘“‘ -0,048 0,452 -0,04 0,437 0,05 0,589 -0,05 0,541 -0,01 0,643 -0,01 0,590
hipertensivo
PDESA
rs2389866 TT -0,01 0,764 0,13 0,028 -0,01 0,895 -0,19 0,049* -0,01 0,683 0,01 0,715

CT/ICT 0,01 0,764 -0,13 0,028 0,01 0,895 -0,19 0,049’ -0,01 0,683 -0,01 0,715

P Global = 0,764 P Global =0,028* P Global =0,895 P Global =0,049* P Global =0,683 P Global =0,715

DEC: disfuncao erétil clinica; DEPP: disfungéo erétil pos-prostatectomia; IIEF: indice internacional de funcéo erétil; AIIEF: subtracdo do escore IIEF antes do
tratamento do escore IIEF apés o tratamento. AIIEF%: percentil da resposta maxima possivel que o paciente poderia obter (consulte Materiais e métodos para
mais detalhes); R2: fracdo da variabilidade da varidvel dependente que é explicada por este modelo. B: estimativa de efeito. Todas as variaveis continuas,
exceto a idade, foram normalizadas. Todos os modelos foram corrigidos por idade, tabagismo, diabetes e tratamento atual com anti-hipertensivos.
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6. DISCUSSAO

Os inibidores de PDE-5 sdo amplamente utilizados na DE pela sua eficacia no
tratamento (Yafi et al., 2016). No decorrer do tempo observaram que cerca de 30%
dos pacientes nao respondem ao tratamento. A hipotese do nosso estudo foi que a
presenca de polimorfismos no gene PDESA poderia influenciar a resposta ao
sildenafil.

De acordo com o0s nossos achados, a resposta ao sildenafil nos pacientes
DEPP esta associada a presenca do polimorfismo no gene PDE5SA. Ja os resultados
no grupo DEC nao foram considerados significativos. Estudo de Marchal-Escalona e
colaboradores (2016) no qual foi estudada DEC e associa¢éo de outros polimorfismos
no gene PDESA na resposta ao sildenafil, mostrou resultados semelhantes ao nosso
(Marchal-Escalona et al., 2016). Nesse estudo, analisou-se a DEC e associacao de
outros polimorfismos no gene PDESA em pacientes diabéticos e ndo diabéticos. Os
autores encontraram resultados consistentes da influéncia genética sobre a resposta
ao sildenafil (Marchal-Escalona et al., 2016). De acordo com este estudo o
polimorfismo rs3806808 esta associado a pior resposta ao sildenafil nos pacientes nao
diabéticos (Marchal-Escalona et al., 2016). Apesar de ndo terem encontrado diferenca
estatistica nos pacientes diabéticos, eles observaram que os niveis glicémicos
elevados influenciavam de forma negativa a resposta ao sildenafil (Marchal-Escalona
et al., 2016). De fato, disturbios metabdlicos, como diabetes Mellitus, podem
influenciar a resposta dos inibidores de PDE-5 (Lewis et al., 2010; Kirilmaz et al.,
2015). No nosso estudo, apds os dados serem corrigidos pelos fatores de confusao,
como diabetes Mellitus, nés ndo observamos influéncia de diabete Mellitus na
resposta ao sildenafil, o que é diferente do achado no estudo de Marchal-Escalona.
Interessante notar que, cerca de aproximadamente 55% dos pacientes com DEPP no
nosso estudo sdo diabéticos, o que torna ainda mais consistentes 0S N0OSSOS
resultados. Aléem de diabetes Mellitus, foram utilizados outros fatores de confuséo,
como idade, tabagismo e uso de anti-hipertensivos, o que nao influenciou a resposta
ao sildenafil. Contudo, uma das criticas do estudo de Marchal-Escalona, foi aplicacao
de um questionario IIEF-5 simples e pouco sensivel, quando comparado com outros
guestionarios IIEF mais completos. Note-se que questionarios completos tendem a

avaliar mais parametros, o que torna os resultados a partir delas mais consistentes.
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O sildenafil, tal como outros inibidores de PDE-5, inibe a degradagdao do GMPc
e potencializa os efeitos da via NO-GMPc. Por isso além de serem utilizados no
tratamento da DE, também sdo usados na hipertensdo pulmonar (HP) (Lowson, 2004;
Hoeper et al., 2016). A resposta aos inibidores da PDE-5 no tratamento HP é
decorrente da importante presenca dessa enzima no tecido pulmonar e da alta
responsividade ao NO (Hoeper et al., 2016). O sildenafil melhora a qualidade de vida
dos pacientes com HP, assim como observado em estudos em cées (Galie et al.,
2005; Kellum e Stepien, 2007). Semelhante aos nosso achados, estudo em céaes
mostrou que polimorfismo no gene PDESA afeta na resposta ao sildenafil na HP
(Ueda et al., 2019). Nesse estudo, observaram que a presenca do polimorfismo
PDESA E90K estava associado a menores pontuacdes na qualidade de vida dos cées
(Ueda et al., 2019). Noutro estudo desse mesmo grupo, associaram a presenca do
polimorfismo E9OK a menores valores de concentragdo de GMPc, o que poderia
explicar a baixa eficicia (Stern et al., 2014).

Apesar dos estudos mencionados mostrarem influéncia de polimorfismos no
gene PDESA na resposta ao sildenafil em pacientes do grupo DEPP, ndo ocorrem os
mesmos efeitos quando se leva em consideracdo os pacientes do grupo DEC.
Contudo outros estudos n&do associados a polimorfismos mostram que possivelmente
a PDE-5 possui outros mecanismos de acao dentro da célula (Hahn et al., 2010; Sirad
et al., 2011; Salmasi et al., 2016). Evidéncias desses estudos mostram que a PDE-5
pode participar em processos inflamatérios e de reparos teciduais (Sirad et al., 2011;
Salmasi et al., 2016). Estudo de Salmasi e colaboradores (2016) demonstrou tanto in
vitro como in vivo os efeitos benéficos dos inibidores de PDE-5. In vitro, submeteram
culturas de células em duas situacOes diferentes, de hipdxia e citotoxicidade por
peroxido de hidrogénio. Observou-se que o sildenafil aumenta a viabilidade celular
comparado com a tadalafil e vardenafil (Salmasi et al., 2016). Nos estudos, in vivo,
submeteram-se os ratos a cirurgia bilateral de prostatectomia e observou-se que o
tratamento com sildenafil encapsulado em nanoparticulas melhora a funcao erétil, o
gue é promovido pelos seus efeitos neuroprotetores. Além do efeito neuroprotetor do
sildenafil, esse estudo mostrou a participacéo do sildenafil na viabilidade celular. Isso
leva-nos a pensar que a PDE-5 pode influenciar algum mecanismo de acéo que
inviabiliza as células em algumas situagBes, como exemplo hipoxia e citotoxidade.

Outro estudo, mostrou a participacdo da PDE-5 em processos de fibrose. Nesse
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estudo submeteram ratos a cirurgia bilateral de prostatectomia e observou-se que 0s
ratos tratados com sildenafil apresentavam menor expressdo de mediadores pro-
inflamatérios. Além disto foi observado que os ratos tratados com sildenafil,
apresentavam maior expressao de mediadores que estimulam a revascularizagao, o
gue favorece a oxigenacédo tecidual, leva a menor comprometimento celular. Esta
argumentacdo envolvendo processos inflamatorios se justifica pelo fato de que a
cirurgia de prostatectomia cerca de 20 a 75% dos pacientes desenvolvem DE. Isto
esta, associado a danos diretos aos nervos cavernosos ou indiretamente, por
processos inflamatérios que afetam a capacidade funcional dos nervos (Nelson et al.,
2013). Esses estudos levam-nos a imaginar que, possivelmente, o polimorfismo no
gene PDEBSA influencia a atividade da enzima, acarretando aumento dos processos
de fibrose e reparo tecidual em processos inflamatérios. Com isso, poderiamos ter
dano tecidual maior, prejudicando a resposta do tecido ao sildenafil.

Com base nos estudos e resultados obtidos, imaginamos que o alelo variante
“C” do polimorfismo no gene PDESA possa condicionar participacao intensificada de
processos inflamatorios e reparos teciduais. Além disso, a elevada atividade da
enzima pode depletar ou diminuir a concentragédo de GMPc exageradamente.

Até o momento ha poucos estudos associando polimorfismos no gene PDE5SA
com a resposta ao sildenafil, sendo assim uma limitacdo do estudo. Além disso ndo
ha estudos funcionais destes polimorfismos, apenas estudos genéticos de amplo
espetro (Vasan et al.,, 2007), nos quais ndo encontramos quaisquer informacdes
funcionais relativas aos polimorfismos. Por ser um gene pequeno, a probabilidade de
encontrarmos desiquilibrio ligacao € alta. Assim, o polimorfismo rs2389866 pode estar
em desiquilibrio ligagdo com outro polimorfismo da PDE, e isso influenciar a resposta
ao sildenafil. Ademais, com o n amostral relativamente pequeno deste, podemos néo
ter capturado toda influéncia destes polimorfismos talvez associadas genétipos raros.
Por fim, mesmo ao tentar controlar quase todos os fatores que influenciam na resposta
ao sildenafil, ndo conseguimos controlar todos possiveis fatores, tais como: stress,

ansiedade e depressao.
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7. CONCLUSAO

O alelo variante “C” do polimorfismo do gene PDESA rs2389866 esta associado
a pior resposta ao sildenafil nos pacientes com disfuncédo erétil. Nossos achados
indicando que esta variagdo genética afeta a resposta ao sildenafil é consistente com
a ideia de que variagfes genéticas contribuem para a resposta ao sildenafil, podendo

auxiliar na predicéo de resposta terapéutica.
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ANEXO |

Questionario indice Internacional Fungao Erétil

Numero do Prontuario HC:

Data:

Estado Civil/Parceira fixa:

Uso de farmaco estimulante da eregdo

(tipo/resposta):

Resposta ao
caverjet:

Score IIEF: Pré-prostatectomia Pés-prostatectomia Pré-sildenafil

Pos-sildenafil

1. Nas ultimas quatro semanas, com

()

()
()

Sem atividade sexual

Quase sempre ou sempre
A maioria das vezes (muito mais que a metade das

que frequéncia vocé foi capaz de ter | Vezes)
uma erecio durante uma relacio () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
sexual? vezes)
() Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)
() Quase nunca ou nunca
() Sem estimulacdo sexual
() Quase sempre ou sempre
2. Nas ultimas quatro semanas, () A maioria das vezes (muito mais que a metade das
guando vocé teve ereg¢des sexuais | vezes)
com estimulacdo, com que () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
frequéncia foram suas erecdes, vezes)
duras o suficiente para penetragdo? | () Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)
() Quase nunca ou nunca
() N3o tentei ter relacdo sexual
() Quase sempre ou sempre
3. Nas ultimas quatro semanas, () A maioria das vezes (muito mais que a metade das
qguando vocé tentou ter relagao vezes)
sexual com que frequéncia foi capaz | ( ) Algumas vezes (aproximadamente a metade das
de penetrar (entrar) na sua vezes)
parceira? () Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)

()

Quase nunca ou nunca

4. Nas ultimas quatro semanas,
durante uma relagdo sexual com que
frequéncia vocé foi capaz de manter

()
()
()

N3o tentei ter relacdo sexual
Quase sempre ou sempre
A maioria das vezes (muito mais que a metade das
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sua erecao apos ter penetrado vezes)
(entrado) na sua parceira? () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
vezes)
() Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)
() Quase nunca ou nunca
() N3o tentei ter relacdo sexual
5. Nas ultimas quatro semanas, () Extremamente dificil
durante uma relagao sexual, o () Muito dificil
quanto foi dificil para vocé manter | () Dificil
sua eregao até o fim da relagao? () Pouco dificil
() Nao dificil
() N3o tentou
- () 1-2 tentativas
6. Nas ultimas quatro semanas, .
n () 3-4 tentativas
guantas vezes vocé tentou ter .
laca I () 5-6 tentativas
relagdo sexual: )
() 7-10 tentativas
() 11 ou mais tentativas
() N3o tentei ter relagdo sexual
() Quase sempre ou sempre
. () A maioria das vezes (muito mais que a metade das
7. Nas ultimas quatro semanas, vezes)
uando vocé tentou ter relagdo )
q .. ¢ . () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
sexual com que frequéncia ela foi
satisfatoria para vocé? vezes)
b ' () Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)
() Quase nunca ou nunca
() N3o teve relacdo sexual
. () Aproveitou extremamente
8. Nas ultimas quatro semanas, o () Aproveitol muito
guanto vocé aproveitou a relagdo () Agroveitou um tanto
sexual? . .
() Aproveitou muito pouco
() Ndo aproveitou
() N3o teve estimulagdo sexual ou relagdo sexual
() Quase sempre ou sempre
9. Nas ultimas quatro semanas, () A maioria das vezes (muito mais que a metade das
qguando vocé teve estimulagdo vezes)
sexual ou relagdo sexual com qual () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
frequéncia vocé teve uma vezes)
ejaculacdo? () Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)

Quase nunca ou nunca
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10. Nas ultimas quatro semanas,

() N3o teve estimulagdo sexual ou relagdo sexual
() Quase sempre ou sempre
() A maioria das vezes (muito mais que a metade das

guando vocé teve estimulacdo vezes)
sexual ou relagao sexual com que () Algumas vezes (aproximadamente a metade das
frequéncia vocé teve a sensacdo de | vezes)
orgasmo com ou sem ejacula¢do? () Poucas vezes (muito menos que a metade das
vezes)
() Quase nunca ou nunca
() Quase sempre ou sempre
() Freglientemente (muito mais que a metade do
11. Nas ultimas quatro semanas, tempo) .
com que frequéncia vocd tem () Algumas vezes (aproximadamente a metade do
sentido desejo sexual? tempo) .
() Poucas vezes (muito menos que a metade do
tempo)
() Quase nunca ou nunca
() Muito alto
12. Nas ultimas quatro semanas,o | ( ) Alto
guanto vocé consideraria o seu nivel | () Moderado
de desejo sexual? () Baixo
() Muito baixo ou inexistente

13. Nas ultimas quatro semanas, de
modo geral, o quao satisfeito vocé
tem estado com sua vida sexual?

Muito satisfeito

Moderadamente satisfeito
Igualmente satisfeito e insatisfeito
Moderadamente insatisfeito
Muito insatisfeito

—_— o~~~ —
—_— — ~— ~— ~—

14. Nas ultimas quatro semanas, de
modo geral, o quao satisfeito vocé
tem estado com o seu
relacionamento sexual com a sua
parceira?

Muito satisfeito

Moderadamente satisfeito
Igualmente satisfeito e insatisfeito
Moderadamente insatisfeito
Muito insatisfeito

—_— o~ o~ o~ —
—_— — ~— ~— ~—

15. Nas ultimas quatro semanas,
como vocé consideraria a sua
confianca em conseguir ter e manter
uma ereg¢do?

Muito alta
Alta
Moderada
Baixa

PR
—_— — ~— ~— ~—

Muito baixa
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Bases genéticas da disfuncgéo erétil: da resposta ao stress a producéo de 6xido

nitrico”
Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo cujos detalhes sao:

1) Este projeto pretende estudar seus genes (que transmitem caracteristicas
hereditérias) que podem estar associados a uma maior chance de desenvolver disfuncao
erétil e podem alterar o sucesso do tratamento. Além disso, pretendemos estudar como
seus genes podem modificar as quantidades de algumas substancias produzidas pelo
Seu organismo presentes no seu sangue. Isto podera nos auxiliar no entendimento da
disfuncao erétil. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), que

tem como finalidade proteger eticamente os participantes de pesquisas.

2) Sua participacdo neste estudo consistira em: serdo retirados 30 mL do seu sangue por
punc¢do venosa utilizando técnica adequada. Este volume de sangue € cerca de 20 (vinte)
vezes menor do que o volume de sangue habitualmente doado quando um individuo doa
sangue para bancos de sangue, e equivale a duas colheres de sopa. Este sangue sera
usado para todos os estudos laboratoriais mencionados acima. Serao feitas entrevistas
de até duas horas de duracdo abordando assuntos relativos ao seu humor, vida sexual,
episodios estressantes de seu passado, historico familiar, entre outros assuntos
pertinentes ao projeto. Se vocé for paciente, dados do seu prontuario do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto serdo obtidos citando, por exemplo, nivel de glicose
sanguinea, medicamentos em uso, ou outras informacdes clinicas relevantes. Caso vocé
tenha recebido indicacdo médica para uso de Sildenafil ou outros, repetiremos as
entrevistas e coletas de sangue no momento de seu retorno apés o tratamento com esse

farmaco.

3) Seu material genético (DNA) sera coletado, depositado, armazenado em um banco
(termo técnico: biorrepositério) por até dez anos sob responsabilidade do coordenador
do projeto. Apos este periodo seu material genético podera ser destruido. A qualquer
momento vocé pode solicitar que suas amostras bioldgicas sejam devolvidas ou
destruidas. O uso deste material sera com fins unicamente de pesquisa relacionada a

analise das informac@es genéticas contidas na amostra. Estudos futuros serao realizados
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mediante sua aprovacdo e analise do novo projeto pelo CEP. Em caso de néo
conseguirmos entrar em contato o CEP podera decidir pelo uso das suas amostras em

estudos futuros.

4) Vocé tem garantido o conhecimento dos resultados obtidos com a utilizacdo do seu
material biol6égico e as orientagdes quanto as suas implicagdes, incluindo

aconselhamento genético quando aplicavel, a qualquer tempo.

5) Vocé tem direito & indenizagdo caso ocorra dano decorrente de sua participacdo na
pesquisa por parte do pesquisador e das instituicdes envolvidas nas diferentes fases da
pesquisa. Além disso, voceé tera direito a ressarcimento financeiro caso ocorram gastos
gerados exclusivamente pela sua participacdo como voluntario desta pesquisa, tendo
como exemplo o transporte e alimentacao, estendendo-se ao paciente e acompanhante,
conforme as leis vigentes no pais.

6) Os riscos fisicos decorrentes da pesquisa sao apenas os causados pela coleta de
sangue por puncéo intravenosa. Pode ocorrer dor e formacédo de hematoma no local da
puncédo. Se isto ocorrer, a equipe esta orientada a aguardar sua absorcdo espontanea e
utilizar compressas frias para amenizar a dor local. Além disto, ha o risco de gerar tristeza
elou ansiedade devido a perguntas de carater pessoal contidas nos instrumentos de
avaliacdes usados. Neste caso sera oferecido apoio pela equipe envolvida na coleta, e
se isto ndo for suficiente, entraremos em contato com a equipe médica. O
paciente/voluntario que venha participar dessa pesquisa, caso tenha algum dano
decorrente da pesquisa, ndo abre mao dos seus direitos de indenizagcéo de acordo com
as leis vigentes no pais.

7) NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

8) Indiretamente, acreditamos que este estudo trara como beneficio um entendimento
dos aspectos hereditarios da disfuncao erétil e seu tratamento.

9) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas, nao
revelara a sua identidade. Entretanto, 6rgdos governamentais ligados a salde podem
solicitar informacgdes a respeito da pesquisa e identidade dos voluntérios nela envolvidos.

10) Vocé pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para voceé.
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11) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
de qualquer davida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras
situacbes relacionadas com a pesquisa e o procedimento a que sera submetido.
Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida ao Prof. Dr.
Riccardo Lacchini (EERP) e ao Prof. Dr. Silvio Tucci Junior (FMRP). O telefone do Comité
de Etica em Pesquisa da EERP é 16-3315-3386 (horario de funcionamento de segunda
a sexta, das 8h as 17h) e o endereco é: Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto,
Avenida dos Bandeirantes, 3900, Campus Universitario - Bairro Monte Alegre, Ribeirdo
Preto - SP — Brasil, CEP: 14040-902.

Eu, , abaixo

assinado, declaro que em / / fui informado em detalhes pelo

pesquisador responsavel sobre os objetivos da pesquisa, aos procedimentos que
serei submetido, aos riscos e beneficios, a forma de ressarcimento no caso de
eventuais despesas, bem como a indenizagcdo quanto por danos decorrentes da
pesquisa. Declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e das condi¢gdes que
me foram asseguradas e acima relacionadas. Declaro, ainda, que concordo
inteiramente com as condi¢cdes que me foram apresentadas e que, livremente, manifesto

a minha vontade de participar do referido projeto.

Ribeirao Preto, de de

Assinatura do voluntario Assinatura do investigador/testemunha

Responsaveis: Prof. Dr. Riccardo Lacchini (FMRP-USP) (0xx16 3315 3447) e Prof. Dr.
Silvio Tucci Junior (FMRP-USP) (0xx16)
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