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RESUMO
ESPOSITO A. Analise dos polimorfismos rs266729 e rs1501299 e dos niveis de
adiponectina em homens com disfuncéo erétil e sua associacdo com a reposta ao
tratamento com sildenafil 2023, Dissertacdo (Mestrado em farmacologia) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A Disfuncao erétil (DE) é definida pela como a incapacidade consistente ou recorrente de
atingir e / ou manter uma erecdo peniana suficiente para a satisfacdo sexual. Alteragdes na
producdo de NO pelas fiboras NANC ou por uma disfuncdo do endotélio podem levar a
problemas na resposta a estimulos eréteis. O comprometimento da funcdo endotelial € um
fator em comum entre diversas doencas e a DE, como as doencas cardiovasculares,
obesidade e a diabetes. A adiponectina importante mediador no processo de manutencao do
NO. Estudos atuais demonstram a alteracdo dos niveis plasmaticos de adiponectina em
varias doencgas comorbidas com DE como a obesidade. Além disso, polimorfismos genéticos
podem levar a alteracGes nos niveis plasmaticos de adiponectina. Esse trabalho teve como
objetivo analisar a associacdo dos polimorfismos da adiponectina rs266729 e rs1501299 com
a disfuncdo erétil, resposta ao sildenafil e marcadores plasmaticos relacionados a funcéo
erétil. Este estudo possui duas vertentes um estudo caso-controle e outro apenas com 0s
pacientes em uso de sildenafil, avaliando a resposta a esse farmaco. A funcdo erétil dos
voluntérios e pacientes desta pesquisa foi avaliada através da escala indice Internacional de
Funcao Erétil (IIEF). Os gen6tipos de ambos os polimorfismos foram obtidos por PCR em
tempo real e a quantificacdo da adiponectina plasmatica por ELISA. No estudo caso controle
os resultados principais mostram niveis plasmaticos mais altos de adiponectina no grupo
paciente e uma correlacao negativa significativa entre os niveis de adiponectina e nitrito. Na
segunda vertente do estudo o resultado principal foi a associagdo do genoétipo CC do
rs1501299 no grupo DEPP com menores niveis de adiponectina enquanto que os portadores
dos genotipos CG+GG apresentaram maiores niveis de adiponectina. Além disso, pacientes
com DEC portadores dos genotipos variantes de rs266729 e de rs1501299 tiveram uma pior
resposta ao Sildenafil quando comparados aos portadores de gendtipos ancestrais. Pacientes
com DEPP portadores de gendtipos variantes de rs1501299 tiveram piores respostas ao
Sildenafil. Concluimos que ha associacdo dos niveis de Adiponectina com DE, h& correlacdo
entre niveis de adiponectina e marcador do 6xido nitrico, mas ndo em resposta ao sildenafil

e polimorfismos genéticos se associaram a risco para DE e resposta ao sildenafil.

Palavras chave: Adiponectina, Adipocina, Disfuncéo erétil, Polimorfismos genéticos



ABSTRACT

ESPOSITO A. Analysis of the rs266729 and rs1501299 polymorphisms and adiponectin
levels in men with erectile dysfunction and their association with the response to
treatment with sildenafil 2023, Dissertacdo (Master in pharmacology) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Erectile Dysfunction (ED) is defined as the consistent or recurrent inability to achieve and/or
maintain a penile erection sufficient for sexual satisfaction. Alterations in nitric oxide (NO)
production by NANC fibers or by endothelial dysfunction can lead to problems in response
to erectile stimuli. Compromised endothelial function is a common factor between several
diseases and ED, such as cardiovascular disease, obesity and diabetes. Adiponectin is an
important mediator in the maintenance process of NO. Current studies have shown the
alteration of plasma levels of adiponectin in several diseases comorbid with ED such as
obesity. Besides, genetic polymorphisms can lead to changes in plasma levels of
adiponectin. This study aimed at analyzing the association of adiponectin polymorphisms
rs266729 and rs1501299 with erectile dysfunction, response to sildenafil and plasma
markers related to erectile function. This study has two arms, a case-control study and
another with only patients using sildenafil, evaluating the response to this drug. The erectile
function of volunteers and patients in this research was evaluated using the International
Index of Erectile Function (I1EF) scale. Genotypes of both polymorphisms were obtained
by real-time PCR and quantification of plasma adiponectin by ELISA. In the case-control
study the main results show higher plasma levels of adiponectin in the patient group and a
negative correlation between adiponectin and nitrite levels. At the second arm of the study,
the main result was the association of the rs1501299 CC genotype in the DEPP group with
lower levels of adiponectin, while the carriers of the CG+GG genotypes had higher levels
of adiponectin. Besides that, patients with clinical ED carriers of variants of rs266729 and
rs1501299 polymorphisms shown worse responses to Sildenafil when compared to wild-
type carriers. Patients with post-prostatectomy ED carriers of variants of rs1501299 had
worse responses to Sildenafil. We conclude that there is association between Adiponectin
levels and ED, there is a correlation between adiponectin levels and a marker of NO, but not
in response to sildenafil, and genetic polymorphisms associated to ED risk and Sildenafil

responsiveness.

Keywords: Adiponectin, Adipokine, Erectile Dysfunction, Genetic polymorphisms
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicao e aspectos epidemioldgicos da DE

A disfuncéo erétil (DE) é definida pela Quarta Consulta Internacional de Medicina Sexual
como a incapacidade consistente ou recorrente de atingir e / ou manter uma eregdo

peniana suficiente para a satisfagdo sexual (McCabe et al. 2016).

No Brasil a prevaléncia de DE é de 37,2 % para homens com idade igual ou superior a
18 anos, j& na Italia a prevaléncia para esse mesmo grupo de homens € de 48,6 %. Entre o
subconjunto de homens com 40 a 70 anos, a prevaléncia aumenta para 42,1 % no Brasil e 52,2%
na Italia, visto que a idade é um importante fator para o desenvolvimento da DE (Goldstein et
al. 2020). Estima-se que a prevaléncia de DE ir4 aumentar globalmente atingindo 322 milhdes

de casos até 2025 (Ayta, McKinlay and Krane 1999).

Os fatores de risco para 0 desenvolvimento de DE incluem: idade, tabagismo, obesidade,
estilo de vida sedentario e uso excessivo de alcool (Goldstein et al. 2020). Pacientes com
diagndstico prévio de diabetes mellitus, hipertensdo, dislipidemia e depressdo também
apresentam maior risco de desenvolver DE (Grover et al. 2006). Além disso, o uso de
medicamentos como diuréticos, anti-hipertensivos, antidepressivos, entre outros, podem levar

ao desenvolvimento de DE (Yafi et al. 2016).

A classificacdo da DE e feita de acordo com a sua etiologia principal, dividida em DE
organica, psicogénica e mista. Dentre os tipos de DE a organica é a etiologia da maioria dos
casos que envolvem causas como endocrinas, vasculares, neuroldgicas ou induzidas via uso de

farmacos.

Estudos populacionais longitudinais demonstram claramente que os fatores de risco

cardiovascular, como hipertensao, dislipidemia, obesidade e resisténcia a insulina, também sdo

18



os principais fatores de risco para DE vasculogénica (Grover et al. 2006). Alem disso, dados
recentes sugerem que o agrupamento desses fatores, como ocorre em pacientes com sindrome
metabdlica, aumenta ainda mais o risco para o desenvolvimento de DE (Jackson 2006, Heidler

et al. 2007)

Os fatores de risco mencionados acima se conectam ao processo de disfuncdo erétil
especialmente ao considerarmos uma disfuncdo do endotélio de vasos penianos e do tecido
muscular liso cavernoso, levando a alteragBes funcionais e estruturais nas artérias cavernosas.
De fato, estudos clinicos e epidemioldgicos suportam uma associacdo entre sindrome
metabdlica e disfuncdo erétil (Esposito et al. 2005, Jackson 2006, Kupelian et al. 2006, Heidler

et al. 2007)

A sindrome metabdlica e 0 aumento da relacdo cintura-quadril foram associados a uma
frequéncia maior de disfuncdo erétil moderada a grave em homens com mais de 50 anos
(Heidler et al. 2007). Por outro lado, a DE pode ser preditiva da presenca de sindrome
metabdlica em homens com indice de massa corporal (IMC) <25 kg/m2 (Esposito et al. 2005).
Esta descoberta interessante sugere que a disfuncdo erétil pode ser um sinal de alerta de risco

cardiovascular futuro em homens que hoje sao considerados de baixo risco cardiovascular.

1.2 Indice Internacional de Funcao Erétil (I1EF)

Os questionarios sintomaticos de auto-resposta sdo amplamente utilizados na avaliagdo
da funcdo sexual masculina e o Indice Internacional de Fung&o Erétil (do inglés: International
Index of Erectile Function-11EF), € o mais utilizado (Gonzales et al. 2013). Esse questionario
possibilita classificar a gravidade da disfuncdo erétil e monitorar a eficacia do
tratamento(Gonzéles et al. 2013). Composto por 15 questbes divididas em 5 categorias da
funcdo sexual, sendo elas: Funcao Eretil, Funcdo Orgasmica, Desejo Sexual, Satisfacdo no

Intercurso e Satisfacdo Global, de acordo com a pontuacdo do homem no IIEF a DE ¢
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classificada de acordo com o grau em severa, moderada, leve para moderada, leve e sem
disfuncdo erétil (Rosen et al. 1997, Gonzales et al. 2013). Atualmente o IIEF esta validado em
32 linguas, foi utilizado como objetivo primério em mais de 50 estudos clinicos e é aceito como
um instrumento vélido e confiavel para a avaliacdo da funcdo sexual masculina (Rosen,

Cappelleri and Gendrano 2002)

A partir do dominio Funcdo Erétil do IIEF, classificou-se a DE em cinco categorias

diferentes, com pontuagéo de 06 a 30, conforme mostrado na tabela abaixo

Tabela 1- Classificacdo do grau de DE segundo a pontuacdo no dominio funcdo erétil do
questionario lIEF

Categoria Pontuacéo
Severa 6al0
Moderada 11a16
Leve para moderada 17a21
Leve 21a25
Sem disfuncéo eretil 26 a30

DE: disfuncdo erétil; I1IEF: indice internacional de funcéo erétil. Adaptado de Gonzéles et al. (2013)

1.3 Fisiologia e fisiopatologia da DE

A erecdo ocorre em resposta a estimulos sexuais (estimulos visuais, auditivos, olfativos
ou tateis). Diversas acOes simultdneas deve ocorrer para que haja a erecdo peniana por
exemplo, aumento do fluxo sanguineo arterial para dentro dos corpos cavernosos, diminuigdo

do fluxo sanguineo venoso para fora dos corpos cavernosos, liberacdo de agentes
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vasodilatadores, relaxamento das células musculares lisas dos corpos cavernosos,entre outros

(McKenna 1998).

O Oxido Nitrico (NO) é o fator de destaque no processo citado a cima atua como
neurotransmissor em nervos que inervam a parede vascular e no musculo liso no trato vascular
(Toda and Okamura 1990). A produc¢do do NO via L-arginina através da acdo de uma enzima
chamada NO sintase, ha trés isoformas dessa enzima, chamadas de endotelial (eNOS),

neuronal (NNOS) e induzivel (iNOS) (Lee et al. 2007).

Os estimulos sexuais levam a liberacdo do oxido nitrico (NO) pelas fibras nervosas nédo
adrenérgicas e ndo colinérgicas (NANC), essas fibras produzem NO pela atividade da NO
sintase neuronal (NNOS). O NO ao entrar na célula muscular lisa ativa a guanilato ciclase
soltvel, o que leva ao aumento da concentracdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e a
diminuicdo dos niveis intracelulares de Ca 2+, resultando no relaxamento das células
musculares lisas do corpo cavernoso bem como a vasodilatacdo das artérias aferentes do pénis
(Ignarro et al. 1987). O aumento do volume sanguineo gera uma tensao de cisalhamento nas
células endoteliais dos vasos e nas cavidades sinusoides, ativando a NO sintase endotelial
(eNOS), causando a producdo de NO derivado do endotélio. A medida que o musculo liso
relaxa, o sangue é capaz de preencher os espagos lacunares dos corpos cavernosos, levando a
compressdo das vénulas subtunicas, blogueando assim o fluxo venoso (veno-ocluséo) causando
o intumescimento do pénis (Bivalacqua et al. 2000). Durante a ere¢do peniana, a produgéo de
NO é sustentada pela fosforilagdo da nNOS e da eNOS, porém, sua atividade de produgdo é

mantida mesmo com a auséncia de novos estimulos.
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Fim desse processo ocorre quando a enzima Fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) (Palit and
Eardley 2010). Esta enzima degrada o GMPc, e assim o pénis retorne ao estado de
detumescéncia. Outros mediadores também possuem um papel no processo de fim do estimulo

com Noradrenalina e Angiotensina Il. (Kifor et al. 1997, Comiter et al. 1997)

1..3.1 Fisiopatologa da DE

A hipertensdo e outras doengas como a obesidade podem compartilhar vias
fisiopatologicas com a disfuncéo erétil. O NO tem um papel fundamental no processo de
erecdo. Estudos demonstram uma associacdo clara na diminuicdo da producdo do NO e
hipertensao devido ao comprometimento na vasodilatagdo e manutengdo dos niveis pressoricos

normais (Perticone et al. 2005).

A menor biodisponibilidade do NO, esta ligada a menor disponibilidade endégena do
seu substrato a L-arginina (Gore et al. 2013, Luneburg et al. 2012), bem como o sequestro do
NO por stress oxidativo, podemos citar também os polimorfismos genéticas e competicao das
formas metiladas da L-arginina com a L-arginina pela mesma enzima(Burnett et al. 2006, Tain

et al. 2010).

AlteracGes nos niveis de adipocinas também podem alterar a biodisponibilidade do NO
uma vez que ténus vascular, a inflamagéo e a funcéo endotelial agem sobre a regulacéo das
citocinas produzidas pelo tecido adiposo (Giugliano et al. 2004). Somado a isso nem todos

casos de DE sdo semelhantes. De fato, os pacientes com DE. apresentam um estado metabdlico
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mais complicado, caracterizado por sobrepeso e obesidade e associado a alteracdo dos
horménios sexuais(Galic, Oakhill and Steinberg 2010, Rondinone 2006). Todos esses fatores
tem impacto significativo na modulacdo dos niveis de adipocinas e consequentemente na

funcdo endotelial (Galic et al. 2010, Rondinone 2006).

1.4 Adipocina: Adiponectina

O tecido adiposo foi considerado por muito tempo um tecido inerte, cuja unica fungéo
seria 0 armazenamento de triglicerideos (Rondinone 2006). Atualmente o tecido adiposo é
reconhecido como um érgdo endocrino capaz de secretar uma variedade de componentes
biologicamente ativos (Taylor and Macqueen 2010). Esses produtos foram denominados de
adipocinas e incluem: leptina, resistina, adiponectina, visfatina, e um conhecido fator
inflamatorio, o fator de necrose tumoral (TNF-a), entre outros (Galic et al. 2010, Rondinone

2006).

As adipocinas influenciam uma variedade de processos fisioldgicos, por meio de suas
acOes sobre diferentes vias de sinalizagcbes. Dentre as adipocinas podemos destacar a

adiponectina, amplamente estudada por seus efeitos benéficos em diversas doengas.

A adiponectina é produzida e secretada predominantemente pelo tecido adiposo e exerce
seus efeitos benéficos em varios tecidos, incluindo coragédo, figado, células B pancreaticas,
cerebro, 0ssos, rins, vasos sanguineos e células imunes (Wang, Ma and Lau 2017). A

adiponectina circulante existe em trés multimeros oligoméricos principais: um trimero de baixo
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peso molecular (LMW), um hexamero de médio peso molecular (MMW) e um multimero de
alto peso molecular (HMW) :. A adiponectina HMW representa a forma biologicamente mais

ativa de adiponectina (Wang et al. 2017),

A interacdo da adiponectina com seus receptores que sdo acoplados a proteina G
(AdipoR1 e AdipoR2), resulta na ativacdo de mdultiplas vias de sinalizacdo, provendo a

sensibilizagdo a insulina, efeitos anti-inflamatorios e a antifibréticos (Kershaw and Flier 2004).

Os niveis de adiponectina estdo inversamente correlacionados com a massa gorda e a
hipoadiponectinemia associada a obesidade pode servir como uma ponte entre a obesidade e 0s
distdrbios cardiovasculares e consequentemente a DE. Resultados que sustentam a associagdo
entre hipoadiponectinemia e disfuncéo endotelial vem crescendo nos ultimos anos. Em 2007,
(Féstis et al. 2007) descobriram que aumento concentragdes séricas de adiponectina produziram
vaso relaxamento da aorta de ratos e artérias mesentéricas de camundongos. Camundongos com
deficiéncia de adiponectina apresentaram vasodilatacdo dependente do endotélio prejudicada e

menor producdo de NO (Ouchi et al. 2003, Ouedraogo et al. 2007).

Em humanos, os baixos niveis de adiponectina estdo associados a uma menor resposta
vasodilatadora em pacientes diabéticos (Ohashi, Ouchi and Matsuzawa 2011, Tan et al. 2004),
além disso a administracdo de adiponectina aumenta a producdo de NO em células endoteliais
adrticas (Tan et al. 2004). Foi postulado que a adiponectina regula a atividade enzimatica da

sintase endotelial do oxido nitrico (eNOS) e a producéo de NO através de uma variedade de
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mecanismos, incluindo aumento da estabilidade do mRNA e maior expressao da eNOS.(Wang
and Scherer 2008, Fulton et al. 1999). O tratamento com adiponectina globular de células
endoteliais da veia umbilical humana resultou em aumento de duas vezes no mMRNA da eNOS,

principalmente devido ao aumento da estabilidade do mRNA (Hattori et al. 2003).

Além disso, foi demonstrado que a adiponectina, por meio de um mecanismo dependente
de fosfatidilinositol 3-quinase, estimula a fosforilagdo da eNOS em Ser1179, aumentando a
atividade enzimatica da eNOS. A AMPK pode mediar a fosforilacdo a jusante da sinalizacéo
da adiponectina (Wang and Scherer 2008). O efeito estimulatorio da adiponectina na eNOS
também depende de APPL1, uma molécula adaptadora com um dominio de homologia
pleckstrina e um dominio de ligacdo de fosfotirosina que interage com o fragmento intracelular
de AdipoR1 (Hattori et al. 2003). O nocaute de APPL1 reduz significativamente a producéo de

NO(Cheng et al. 2016).

O tratamento com adiponectina pode regular a localizacdo subcelular e a atividade
enzimatica da eNOS. Em estado de repouso, a eNOS esta associada a caveolina-1 em estruturas
de Jangadas lipidicas. A estimulacdo pela adiponectina aumenta a liberacdo de calcio e a
dissociacdo da eNOS. Posteriormente, a eNOS ¢ fosforilada por quinases em um processo
mediado por Hsp90. Esta por sua vez leva a ativagdo continua de eNOS apds a liberacdo de

calcio (Wang and Scherer 2008).
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Como demonstrado acima h& um robusto corpo de evidencias relacionando a
adiponectina e NO (Hong et al. 2010). Considerando que polimorfismos em genes relacionados
ao NO impactam na biodisponibilidade do NO, e considerando que esses polimorfismos
também estdo associados a diversas doencgas (Esposito, Cotta Filho and Lacchini 2022), é
razoavel imaginar que polimorfismos da adiponectina possam se associar tanto ao risco quanto

a resposta ao tratamento para disfuncéo erétil.

1.3.1 Polimorfismos da Adiponectina

Diversos tipos alteracdes podem ocorre no acido desoxirribonucleico (DNA). Quando a
frequéncia da alteracdo ¢ mais de 1% da populacdo, é denominado de polimorfismos genéticos
(Abdel-Hamid and Andersson 2009). Os polimorfismos sdo herdados e podem persistir em
uma populacéo quando ndo causam alteragdes graves no que diz respeito ao desenvolvimento,
crescimento e reproducdo. Uma vez que quando essas variacBes ocorrem em regides
codificantes, podem levar a alteracdes na estrutura proteica, alterando funcdo e/ou atividade
da proteina, quando presentes em regifes ndo codificantes, podem ocorrer alteracbes na
regulacao da expressao génica (Abdel-Hamid and Andersson 2009) . Por outro lado, algumas
dessas mutacdes podem conferir vantagens adaptativas sendo selecionadas positivamente e

tendem a se tornar polimorfismos apés varias gerag6es de uma populagdo (Hong et al. 2010).

Os Single Nucleotide Polymorphism (SNP), ou polimorfismos de base Unica, sdo as

variagcdes mais comuns. Os diferentes alelos de um locus podem ser chamados ancestral e
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variante sendo que o ancestral é quando se sabe o alelo original que sofreu a mutacdo e o
variante novo alelo situado em um determinado locus (Hong et al. 2010). Uma pessoa pode
herdar mais de um polimorfismo em um mesmo gene a andlise desses polimorfismos em

conjunto é denominado de haplétipo (Hong et al. 2010, Abdel-Hamid and Andersson 2009).

O gene da adiponectina (ADIPOQ) esté localizado no braco longo do cromossomo 3 na
posicao 27.3 (3g27.3). (Wang and Scherer 2008). Dentre os SNPs mais estudados da ADIPOQ
nas doencas cardiovasculares, dois tém se mostrado de grande importancia: rs266729 (C/A;
CI/G; CIT), localizado na regido promotora, em que a presenca do alelo variante tem sido
associada a reducdo na expressao da adiponectina e rs1501299 (C/G), situado na regido do
intron 2, que tém efeitos opostos, com regulacdo positiva dos niveis de adiponectina.(Cunha et

al. 2023).

A associacdo desses polimorfismos com impacto direto nos niveis de adiponectina com
polimorfismos na NOS ja foi testada em pacientes com hipertenséo, além disso novos estudos
tém se concentrado na associacdo de ambos polimorfismos em resposta a farmacos (Cunha et

al. 2023, de Faria et al. 2015), mas nenhum avaliou seu envolvimento com inibidores da PDE-
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1.4 Tratamento para a DE

O Sildenafil, assim como o Tadalafil e Vardenafil sdo representantes da classe de
medicamentos cujo mecanismo de ac¢ao se baseia na inibicdo da Fosfodiesterase tipo 5 (iPDE-
5). Inibindo a PDE-5, se aumenta os niveis plasmaticos de GMPc, seguidode desfosforilacéo
de cadeias leves de miosina e consequente amplificacdo da sinalizacdo para relaxamento da
musculatura lisa nos corpos cavernosos mantendo a erecdo. Devido a sua seletividade pela
PDE-5 dos corpos cavernosos do pénis esses medicamentos tratam a DE sem afetar de

maneira significativa a PDE-5 de outros tecidos (Gratzke et al. 2010).

Embora os inibidores da PDE-5 sejam amplamente utilizados para no tratamento da DE,
aproximadamente 30% a 35% dos pacientes ndo respondem a esta terapia (McMahon, Smith
and Shabsigh 2006). A maior taxa de eficacia do sildenafil foi obtida em homens com DE

e depressdo (90%) e homens com lesdo da medula espinhal (75 a 88%) (Kendirci et al. 2006).

E importante o estudo de marcadores que acelerem o processo de encontrar a terapia mais
adequada para determinado individuo ha estudos na literatura atual que fornecem evidencias
de que as variagdes genéticas em alvos de drogas, transportadores e moléculas de sinalizagédo
podem estar associadas a suscetibilidade e / ou a protecdo contra disfuncGes sexuais, bem
como a resposta aos inibidores da PDE-5 (Abdel-Hamid and Andersson 2009).

Devida a relevancia da via NO e do GMPc para a DE, bem como, para o seu tratamento,
a maioria dos estudos farmacogenéticos sobre DE tem se concentrado nessa via (Muniz et al.
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2013, Lacchini et al. 2014). Mas como ja mencionado anteriormente outras vias inpactam
significamente nesses mesmos mediadores. Sendo assim é plausivél supor que polimorfismos

nessas vias como da adiponectina podem impactar na DE quando eu seu tratamento.
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2 HIPOTESE

Formulamos a seguinte hipdtese: polimorfismos genéticos estdo associados a alteragdo
nas concentracOes da adiponectina, a alteragdes nas concentragdes de nitrito (um marcador da
producdo recente de NO), a alteragdes no risco para desenvolver DE e com a resposta aos iPDE-

5 em pacientes com DE.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Analisar a associacdo dos polimorfismos da adiponectina com a disfuncédo erétil, resposta ao

sildenafil e marcadores plasmaticos relacionados a funcao erétil.

3.2 Objetivo Especifico

3.2.1 Analisar se os diferentes genotipos e hapl6tipos dos polimorfismos da ADIPOQ rs266729

e rs1501299 estdo associados ao risco para disfuncéo erétil.

3.2.2 Analisar se os diferentes genotipos e hapldtipos dos polimorfismos da ADIPOQ rs266729

e rs1501299 estdo associados a resposta ao sildenafil

3.2.3 Avaliar a associacdo dos gendtipos e haplotipos estudados com mudancas nas

concentracdes de adiponectina e nitrito no plasma dos pacientes com DE

3.2.4 Avaliar se ha associacgdo entre parametros clinicos de severidade da DE e de resposta ao

tratamento do sildenafil com os niveis plasméticos de adiponectina
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selecéo dos participantes

Para a primeira vertente do estudo caso controle foram selecionados homens com DE
clinica e para grupo controlevoluntéarios sem DE e sem vinculo familiar com os pacientes. Para
a segunda vertente do trabalho que é a resposta ao tratamento com sildenafil foram selecionados
pacientes com DE pds-prostatectomia (DEPP) e com DE clinica (DEC), todos atendidos no
Ambulatério de Urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP), sob a coordenagdo do Prof. Dr. Silvio Tucci Junior da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (FMRP-USP) e voluntérios saudaveis sem vinculo

familiar com os pacientes.

As amostras e dados clinicos utilizadas nesse projeto estdo contidas em um biorepositorio
“Bases genéticas da disfungdo erétil: da resposta ao stress a produgdo de oxido nitrico” ja
aprovado pelo CEP/EERP e com CAAE: 51408515.9.0000.5393, esse projeto foi aceito pelo
Comité de Etica e Pesquisa da escola de enfermagem de ribeirdo preto CEP/EERP com CAAE:

47073521.4.0000.5393 (Anexo 3).

Os critérios de inclusdo para 0s homens o grupo paciente nesse trabalho estdo elencados

a baixo bem como os critérios de incluséo:
INCLUSAO:

Idade entre 18 e 80 anos; queixas envolvendo a atividade sexual; diagnostico medico de
DE; ter prescricdo médica para o uso de sildenafil; e resultado do questionario IIEF com

pontuacdo < 26 no dominio FE.
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EXCLUSAOQ:

Presenca de hipogonadismo; hipotireoidismos; bexiga neurogénica; ejaculacdo precoce;
implantes penianos; acidentes cerebrovasculares; traumas no sistema nervoso central; e
anormalidades anatdmicas, como a doenca de Peyronie. Foram excluidos também pacientes
que ndo usaram pelo menos oito doses sildenafil ou que foram submetidos a prostatectomia

radical ha menos de um ano do momento de inclusdo no estudo

Todos os voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE)(Anexo 01) e, ap0s a assinatura, foi aplicado o questionario traduzido do IIEF (Anexo
02) e coletado sangue por puncdo venosa em tubos a vacuo de &cido etileno diamino tetra
acetico (EDTA), gel e heparina de sodio, utilizando procedimentos adequados, para obtencéo
de sangue total, soro e plasma, respectivamente. As amostras foram armazenadas em freezers -

20 °C (sangue total) e - 80 °C (leucdcitos, soro e plasma).

E importante ressaltar que ndo interferimos no esquema de diagndstico dos homens
selecionados uma vez que esse trabalho é observacional, qualquer esquema de diagnostico

eram de responsabilidade profissional do Ambulatério de Urologia do HCFMRP.

4.2 Avaliacao da funcao erétil e da resposta ao tratamento com sildenafil

A funcéo erétil dos pacientes foi avaliada pelos scores do dominio FE do questionério
IIEF antes e apos o tratamento com sildenafil (tratamento por pelo menos 1 més ou 8 doses).
Para avaliacdo da reposta ao farmaco, sendo o valor maximo de pontuag¢éo no dominio FE do

I1EF (score IIEF) igual a 30, foram feitos os seguintes calculos para cada paciente:

1) Delta IIEF (AIIEF): diferenga entre a pontuacdo do paciente no IIEF apds o tratamento

e a pontuacdo pré-tratamento;
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2) Delta IIEF %;

e Consiste de dois calculos consecutivos: 0 primeiro para determinar a maxima
resposta possivel (MRP): 30 — score IIEF pré-tratamento = MRP
e O segundo que normaliza o delta IIEF pelo MRP: (AIIEF / MRP) * 100 =

AIIEF%.

3) IIEF pos tratamento; onde se avalia a qualidade da ere¢do em si pds-tratamento, ou

seja, onde se chegou com o tratamento farmacoldgico.

Para medir as respostas dos pacientes ao tratamento com sildenafil, foi utilizado os
valores de AIIEF e de AIIEF% e IIEF pos tratamento. Nos grupos DEC e DEPP foi aplicada
tambeém a divisdo dos pacientes de acordo com a mediana dos valores de AIIEF%: para valores
acima da mediana, os homens foram classificados como bons respondedores ao sildenafil (BR);
ja para valores abaixo da mediana, 0s homens foram classificados como maus respondedores
so sildenafil (MR). Essa divisdo foi realizada com o objetivo de avaliar a qualidade da resposta

ao sildenafil.

4. 3 Analises laboratoriais

Foi utilizado as amostras de sangue dos pacientes para as analises laboratoriais, através
de kits comercialmente disponiveis (Lab Test, Brasil) com técnicas padronizadas para dosagem
de lipoproteina de alta densidade (HDL), colesterol total, triglicérides, uréia, creatinina e niveis
de glicemia de jejum. A concentracdo de lipoproteina de baixa densidade foi calculada de

acordo com a férmula Friedwald's.
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4. 4 Genotipagens

Utilizamos o método salting-out (com purificacdo com fenol-cloroférmio) para a extragdo
do DNA gendmico, a partir de amostras de 500 pL de sangue total. Apos a extragdo as amostras
foram quantificadas no espectrofotobmetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.),
e diluidas (quando necessario) a 300 ng/uL e armazenadas em freezer a - 20°C. Partindo das
amostras concentradas, foram feitas solucbes de DNA a 5 ng/uL para as anélises, que foram

armazenadas em geladeira.

Os polimorfismos da adiponectina rs266729 e rs1501299 foram genotipados utilizando o
ensaio de discriminacdo alélica TagMan - todas as reagdes foram realizadas utilizando técnicas
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real no aparelho StepOne Plus (Applied

Biosystems).

4.5 Quantificacao de nitrito

O nitrito foi quantificado em amostras de plasma heparinizadas, conforme descrito em
estudo prévio (Azevedo et al. 2017). Em resumo: 300 puL de amostras de plasma foram injetados
em uma camara preenchida com 8 mL de solucdo de triiodeto acidificada, a qual é borbulhada
por fluxo constante de nitrogénio e conectada a um analisador de éxido nitrico (Sievers 280i
Boulder, CO, EUA). O nitrito no plasma reage com a solucdo de triiodeto formando gas NO,
que é transportado pelo fluxo de nitrogénio para uma camara do aparelho, onde 0 NO entra em
contato com ozonio, gerando uma reacdo quimioluminescente que é detectada e quantificada

pelo analisador.

35



4.6 Quantificacdo da adiponectina

A quantificacdo da adiponectina foi realizado utilizando o plasma, através do método do
Ensaio Imunoenzimatico do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Foi utilizado
para a adiponectina o Kit Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA da marca R&D
Systems, seguindo as instru¢des do fabricante. Foi feita a leitura da absorbancia 450nm e 540nm
(usando o comprimento de onda 540nm como controle interno) em um espectro fotbmetro de
placa Multiskan Sky Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). A curva
padrdo foi preparada com uma curva de diluicbes de um padrdo seguindo as instrugdes do

fabricante.

4.7 Anélises estatisticas

A anélise estatistica ndo ajustada compreendeu a comparacdo de variaveis categéricas
pelo teste qui-quadrado. Quando uma variavel categdrica com dois niveis foi comparada a uma
variavel continua, foi utilizado o teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney (variaveis
continuas paramétricas ou ndo paramétricas, respectivamente). Quando variaveis categoricas
com trés ou mais niveis foram comparadas com variaveis continuas, usamos ANOVA seguida
do teste post hoc de Tukey ou Kruskal-Wallys seguido do teste post hoc de Dunn, quando
aplicavel. As correlagdes de duas variaveis continuas foram realizadas pelo teste de correlacdo
de Spearman. Usamos o teste qui-quadrado para testar as distribuicdes genéticas para o

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Também realizamos modelos estatisticos corrigindo fatores de confusdo. Os modelos

multivariados foram construidos por uma analise sequencial de cada variavel independente,
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avaliando se elas estavam associadas a cada varidvel dependente. Além disso, uma analise
bivariada também foi realizada para avaliar a influéncia potencialmente confundidora de cada
variavel independente na relacdo entre genotipos ADIPOQ, haplétipos, niveis de nitrito e
adiponectina com varidveis dependentes. Na analise multivariada, as varidveis numéricas néo
paramétricas foram transformadas. Usamos a transformac&o logaritmica nos niveis de nitrito e
adiponectina e nos escores do IIEF apo6s o sildenafil. Para normalizar os escores AIIEF usamos
uma equacédo x = [log10(y+1)], onde y era o escore AIIEF ex é o valor normalizado. Isso foi
feito porque varios pacientes ndo apresentavam alteracGes antes e apds o tratamento e seu escore
AIIEF era zero, o que impedia a transformacéo direta de log. Este mesmo procedimento foi
realizado para normalizar %MPR. Selecionamos 0 modelo final com o maior r2 e 0 menor erro
quadratico médio possivel. As variaveis independentes incluidas em todos os modelos finais
foram idade, consumo de etanol superior a 30 g por dia, tabagismo, presenca de diabetes e
hipertensdo. Alguns modelos incluiram gendtipos, haplétipos ou niveis log-normalizados de
Nitrito e adiponectina como varidveis independentes. As variaveis dependentes foram AIIEF,
%MPR e IIEF normalizados po0s-Sildenafil ou niveis log-normalizados de nitrito e
adiponectina. Os valores de P foram considerados significativos se < 0,05, exceto quando a

analise global nédo foi significativa.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados: primeira vertente estudo caso-controle

A tabela 02 traz dados das caracteristicas clinicas e laboratoriais do Estudo 1 — Caso-
Controle. Ao todo foram 290 participantes estudados, sendo divididos em 160 participantesdo
grupo Controles, que ndo tem DE e 130 participantes do grupo Pacientes, que possuem
diagnostico médico de DE. Houve diferenca estatistica entre os grupos para ldade, tabagismo,
niveis de ureia, hipertensdo, diabetes, Score FE e concentracdo de adiponecitna e de nitrito.
Algumas diferencas nos valores de idade, Score FE, diabéticos e hipertensos sdo esperados para
0 grupo pacientes, ja que estas sdo caracteristicas clinicas relacionadas a fatores de risco para

desenvolvimento de DE ou a funcéo erétil propriamente dita (Score FE).

Figuras 01 e 02 mostram as analises bioquimicas dos niveis de adiponectina e nitrito

plasmaticos nos grupos pacientes e controles.

Conforme a figura 01 (A), os niveis de adiponectina estavam aumentados no grupo
pacientes quando comparados com o grupo controle (P=0.011), bem como 0s niveis de nitrito

(P=<0.001).

Na figura 01 (B) h& a correlacdo entre os niveis de adiponectina e nitrito, os niveis de
adiponectina e nitrito estavam negativamente correlacionados no grupo pacientes (P=0.004),

mas nao no grupo controle.

Em seguida foi feita a analise de correlacdo da pontuacdo do IIEF e os niveis de
adiponectina e nitrito, para ambos os grupos nao foram encontrados significancia estatistica

(figura 02).
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

Caracteristicas clinicas Controle (n = 160) DE (n=130)

Idade (anos) 50+9 57 £ 8*
Etinia(branco / ndo branco) 99/59 72/57
IMC (Kg/m?) 27.8+3.8 28.7+4.8
Tabagismo

Fumantes (n) 26 15*
Ex-fumantes (n) 90 45
Nao- fumantes (n) 43 70
Consumo de etanol (%)? 8 4
PAS (mmHg) 130 + 16 140 + 15
PAD (mmHg) 90+11 90 +10
Colesterol total (mg/dL) 197 £ 37 183+ 32
HDL colesterol (mg/dL) 337 40+ 7*
LDL Colesterol (mg/dL) 121 + 29 113+ 30
Triglicerideos (mg/dL) 175 + 106 114 + 76
Glicose (mg/dL) 90 +40 98 +42
Ureia (mg/dL) 377 32+£9*
Creatina (mg/dL) 1.0+£0.3 0.9+0.17
Hipertensdo (n) 47 66
Diabetes (n) 17 55*
EF Score 28+4 10+ 7*

Adiponectina (ng/uL)

Nitrito (nM)

1648.4 £ 651.1 (n = 146)

110 + 47 (n = 104)

2012.5 + 734.2 (n = 66) *

157 + 101 (n = 106) *




IMC, indice de massa corporal; PAS, pressdo arterial sistolica; PAD, pressdo arterial diastolica; HDL,
lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; Score FE, pontuacéo referente ao dominio
funcio erétil do questionario Indice Internacional de Funcdo Erétil. @ Consumo de etanol >30 g/dia. Dados
expressos como média + desvio padrdo, valores absolutos (n) ou frequéncias relativas (%). *P <0,05 versus
Controles

Figura 1- Correlacdo entre os niveis de adiponectina e nitrito no plasma nos grupos controles
e DE
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A: Niveis de adiponectina e nitrito no plasma do grupo controle e DE. Valores de concentracdo plasmatica de
nitrito e adiponectina expressos como média + desvio padrdo. B: Os gréficos de pontos representam dados brutos.
Os dados brutos foram analisados pela correlacdo de Spearman. A linha continua representa a regressao linear e a
linha pontilhada representa o intervalo de confianca de 95%. * P <0,05 significativo.
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Figura 2— Correlacdo entre a funcéo erétil (pontuacao I1EF) e os niveis de adiponectina ou
nitrito no plasma em controles e grupos de ED
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Os gréficos de pontos representam dados brutos. Os dados brutos foram analisados pela correlagdo de Spearman.
A linha continua representa a regressao linear e a linha pontilhada representa o intervalo de confianca de 95%. *

P <0,05 significativo.

As tabelas 03 e 04 mostram, respectivamente, a distribuicdo de genotipos e haplotipos

dos polimorfismos estudados para os grupos controles e pacientes. Os dados estdo mostrados

enfrequéncias relativas (n) para ambas as andlises. Ndo foram encontradas associagdes

significativas entre 0s grupos, na analise dos genotipos, mesmo apdés realizada a analise de

regressdo logistica multivariada. Para as analises dos hapl6tipos, houve diferenca
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estatisticamente significante na distribuicdo dos haplétipos entre ambos grupos (P=0.020).
Portadores do hapl6tipo CA tem maior risco para DE (P= 0,023; OR=1,66; IC=1.08 — 2.53;
Tabela 04), ao passo que portadores do haplotipo GA tiveram menor risco para a DE (P=
<0.001*; OR=0.10; IC= 0.02 — 0.41) ambas as analises mantiveram a significancia ap6s a

analise corrigida.
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Tabela 3— Regressdo logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ entre 0s grupos controles e
pacientes (DE)

SNP Genotipos Controle DE Pnc ORnc (IC) Pc ORc (IC)
(n=114) (n =118)
ADIPOQ
rs1501299 CcC 61 (0,54) 76(0,65) 1.00 (referéncia) 1.00 (referéncia)
CG 44 (0.39) 37(0.31) 0.207 1.48(0.85 - 2.61) 0.311 0.53 (0.16 —1.84)
GG 9 (0.08) 5(0.04) 0.172 2.24 (0.72 - 6.20) 0,795 0.78 (0.11-4.77)
PHW =0.678 PHW = 0.991
Global Pnc =0.190 Global Pc =0.149
Controle DE
(n =115) (n =118)
rs266729 CcC 52 (0.45) 44 (0.37) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CA 46 (0,40) 56 (0,48) 0,256 0,70 (0,40 — 1,23) 0,348 1,59 (0,60 — 4,26)
AA 17 (0,15) 18 (0,15) 0,700 0,80 (0,36 — 1,77) 0,430 0,58 (0,15 -2,22)
Phw = 0,053 Phw = 0,985
Global Pnc = 0,441 Global P¢c =0,625

R2 = 0,31, SNP, single nucleotide polymorphism; Py, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; Pc, valor de P referente a estatistica corrigida; ORyc, valor de odds ratio
referente a estatistica ndo corrigida; OR¢, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confianca de 95%; Puw, valor de P do equilibrio de Hardy-
Weinberg, Dados mostrados como n (frequéncias relativas),
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Tabela 4- Regressao logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos haplétipos do gene ADIPOQ entre 0s grupos controles e pacientes

SNP Haplotipo Controle ED (n=235) Pnc ORnNc (IC) Pc ORc (IC)
(n=228)

ADIPOQ
CcC 107 (0,47) 98 (0,42) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CA 58 (0,25) 88 (0,37) 0,023* 1,66 (1,08 — 2,53) 0,002* 5,01 (1,88 — 15,74)
GC 42 (0,18) 47 (0,20) 0,449 1,22 (0,75 -1,99) 0,133 2,39 (0,80 — 8,20)
GA 21 (0,09) 2 (0,01) <0,001* 0,10 (0,02 - 0,41) 0,007* 0,04 (0,01 -0,30)

Global Pnc=<0,001* Global Pc= 0,020*

R2 = 0,32, SNP, single nucleotide polymorphism; 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; 1C, intervalo de confianga de 95%. Dados mostrados como n (frequéncias

relativas).
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Em seguida avaliamos se 0s gendtipos estdo associados a outro pardmetro
clinico que caracteriza a DE, a gravidade dos sintomas avaliada pelo 11EF. As figuras
03 e 04 trazem oScore FE associado aos genotipos e haplotipos, respectivamente, dos
polimorfismos estudados no grupo Pacientes. Nao foram encontradas associagdes com

significancia estatistica.

Figura 3 — Score FE vs gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo pacientes
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Valos expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis
com pos teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo.
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Figura 4— Score FE vs haplotipos do gene da ADIPOQ no grupo pacientes
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Valores expressos como média + desvio padrdo, teste de Kruskal Wallis com poés-teste de Dunn’s.
Haplétipo GA foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo
As tabelas 05 e 06 mostram, respectivamente, a regressao linear multivariada do
efeito dosgenotipos e haplétipos sobre os valores do Score FE no grupo Pacientes. Foi
observada significancia estatistica apenas para o rs266729 onde pacientes portadores
do gendtipo CC apresentaram uma melhor pontuagéo no Score FE (P=0.046; p=+1.59
enguanto que pacientes portadores dos genotipos tiveram uma pior pontuacdo CA+AA

(P=0.046; p=-1.59). Para os haplotipos ndo houve significancia estatistica.

Vale a pena ressaltar que as duas analises apresentadas nas figuras 03 e 04 e nas
tabelas 05 e 06 foram realizadas apenas com o grupo Pacientes, por se tratar do grupo
que apresenta maior variabilidade dos valores de IIEF, sendo diagnosticados com
algum grau de DE. O grupoControles ndo tem DE e dessa forma o IIEF se apresenta
com uma pequena faixa de variabilidade entre os individuos. Nesse sentido fica mais

dificil detectar a influéncia genética sobre o IIEF nos controles.
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Tabela 5— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos genétipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de score FE no grupo pacientes

DE (n=116) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R?=0,22 R?=0,22 R?=0,17
RMSE =7,30 RMSE =7,24 RMSE =7,43
p P p P p P
Idade (anos) -0,22 <0,01* -0,21 <0,01* -0,24 <0,01*
Tabagismo
Fumante -2,34 0,10 -2,43 0,08 -1,95 0,18
Ex-fumantes -0,03 0,98 +0,04 0,97 -0,40 0,71
N&o - fumantes +2,38 0,02* +2,40 0,02* +2,35 0,03*
Diabéticos (sim) -1,07 0,14 -1,05 0,14 -1,01 0,16
Hipertensos (sim) -0,64 0,39 -0,67 0,36 -0,86 0,24
Alcoolismo @ -0,05 0,98 -0,10 0,96 -0,04 0,98
ADIPOQ
rs1501299 CcC -0,12 0,29 +1,43 0,06 -0,48 0,78
CG -1,39 0,33 -1,43 0,06
GG -0,12 0,96 +0,48 0,78
Global P = 0,198 Global P = 0,057
rs266729 CcC +1,96 0,09 +1,59 0,043* -0,19 0,90
CA -1,22 0,23 -1,59 0,043*
AA -0,74 0,59 +0,19 0,90
Global P =0.151 Global P =0,043*

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. 2 Consumo de etanol >30 g/dia. * P <0,05 significativo
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Tabela 6— Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos hapl6tipos do gene ADIPOQ
sobre os valores de score FE no grupo pacientes

DE (n =231)
Modelo R?=0,20 RMSE =7,20
B P
Idade (anos) -0,23 <0,001*
Tabagismo
Fumantes -2,42 0,016*
Ex-fumantes -0,14 0,490
N&o- fumantes +2,56 <0,001*
Diabéticos (sim) -0,88 0,080
Hipertensos (sim) -0,93 0,068
Alcoolismo ? -0,13 0,917
ADIPOQ
Global P = 0,284
cC +1,05 0,476
CA -0,75 0,608
GC -1,05 0,502
GA +0,76 0,849

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio.2 Consumo de etanol >30 g/dia *
P <0,05 significativo.

Em seguida, foi analisado a influéncia dos gendtipos e hapl6tipos dos polimorfismos
sobre as concentracBes plasmaéticas da adiponectina. A Figura 05 mostra a concentracdo
plasmatica de adiponectina nos portadores do gendétipo dos polimorfismos estudados. No caso
do rs1501299 ndo foi encontrada associacdo significativa, ja para o rs266729 portadores do
gendtipo CC apresentaram menor nivel de adiponectina plasmatica quando comparado com o
gendtipo CA (P=0.007), resultado que também foi observado no modelo dominante (P=0.004).
A figura 06 mostra a influéncia dos hapldtipos sobre os niveis de adiponectina no grupo

paciente, porém nao foram encontrados resultados significativos.
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As tabelas 07 e 08 mostram a regressao logistica multivariada de ambas as analises citadas
a cima, possivel observar que a significancia estatistica do rs266729 nao foi mantida. Para 0s

haplotipos ndo foram observados resultados significativos mesmo apds a anélise corrigida.

Figura 5— Adiponectina vs gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo pacientes
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Valores expressos como média + desvio padrao. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pés-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Figura 6— Adiponectina vs haplétipos do gene ADIPOQ no grupo pacientes
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Valores expressos como média + desvio padréo, teste de Kruskal Wallis com pés-teste de Dunn’s. Haplotipo GA
foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo.
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Tabela 7- Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de
adiponectina no grupo pacientes

DE (n= 66) Aditivo Dominante Recessivo
Model R2=0,22 R2=0,14 R2=0,10
RMSE =0,20 RMSE = 0,21 RMSE = 0,21
B P B P B P
Idade (anos) +0,01 0,194 +0,01 0,095 +0,01 0,101
Tabagismo
Fumante -0,01 0,982 +0,01 0,860 +0,01 0,910
Ex-fumantes -0,01 0,799 -0,01 0,880 +0,01 0,976
Nao - fumantes +0,01 0,762 -0,01 0,954 -0,01 0,861
Diabeéticos (sim) -0,01 0,934 -0,02 0,524 -0,03 0,370
Hipertensos (sim) +0,01 0,795 +0,01 0,783 +0,02 0,502
Alcoolismo +0,05 0,313 +0,06 0,280 +0,05 0,387
ADIPOQ
rs1501299 cc -0,01 0,869 +0,02 0,407 -0,06 0,368
CG -0,10 0,053 -0,02 0,407
GG +0,11 0,202 +0,06 0,368
Global P=0,134
rs266729 cc -0,03 0,497 -0,05 0,157 +0,03 0,545
CA +0,09 0,027 +0,05 0,157
AA -0,06 0,308 -0,03 0,545
Global P =10,071

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentracdo plasmatica de adiponectina foram logaritmicamente transformados  Consumo de
etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo.
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Tabela 8 — Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos hapl6tipos do gene ADIPOQ
sobre os valores de concentracdo plasmatica de adiponectina no grupo pacientes

DE (n =131)
Model R?=0,08 RMSE = 0,20
B P
Idade (anos) +0,01 0,007*
Tabagismo
Fumantes -0,01 0,880
Ex-fumantes +0,01 0,768
N&o- fumantes -0,01 0,895
Diabéticos (sim) -0,03 0,189
Hipertensos (sim) +0,01 0,474
Alcoolismo ? +0,05 0,148
ADIPOQ
Global P = 0,868
cC +0,02 0,715
CA +0,03 0,559
GC -0,01 0,964
GA -0,05 0,741

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentragio
plasmatica de adiponectina foram logaritmicamente transformados. @ Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05
significativo.

Por fim, foi realizada a analises dos niveis de nitrito associados com 0s genotipos e
hapl6tipos como pode ser observado nas figuras (07 e 08) e tabelas seguintes (tabelas 09 e 10).
N&o houve resultados com significancia estatistica em nenhuma das analises tanto para analise

ndo corrigida quanto para a andlise corrigida.
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Figura 7— Nitrito vs genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo Pacientes
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo

Figura 8- Nitrito vs hapldtipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo Pacientes
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Valores expressos como média + desvio padrdo, teste de Kruskal Wallis com p6s-teste de Dunn’s. Haplétipos
GA foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo
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Tabela 9— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ obre os valores de concentracdo plasmaética de nitrito
no grupo pacientes

DE (n=94) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R?2=0,13 R2=0,11 R?=0,18
RMSE = 0,25 RMSE = 0,25 RMSE = 0,25
B P B P B P
Idade (anos) <+0,01 0,771 <+0,01 0,836 <+0,01 0,913
Tabagismo
Fumantes +0,03 0,579 +0,02 0,633 +0,04 0,472
Ex-fumantes -0,06 0,147 -0,06 0,132 -0,07 0,083
N&o- fumantes +0,03 0,401 +0,04 0,301 +0,03 0,367
Diabéticos (sim) -0,03 0,335 -0,02 0,405 -0,02 0,374
Hipertensos (sim) +0,07 0,025 +0,06 0,025 +0,06 0,031
Alcoolismo ? <-0,01 0,987 -0,01 0,966 -0,01 0,977
ADIPOQ
rs1501299 cC +0,07 0,256 +0,02 0,241 +0,06 0,427
CG +0,02 0,737 -0,02 0,241
GG -0,09 0,391 -0,06 0,427
Global P = 0,508
rs266729 cC +0,01 0,782 +0,03 0,508 -0,04 0,399
CA -0,04 0,295 -0,03 0,508
AA +0,03 0,603 +0,04 0,399
Global P = 0,564

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, Os valores de concentragdo plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados ? Consumo de etanol >30
g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 10— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos do gene ADIPOQ
sobre os valores de concentracdo plasmatica de nitrito nos grupos pacientes

DE (n =131)
Modelo R?=0,08 RMSE = 0,20
B P
Idade (anos) +0,01 0,007*
Tabagismo
Fumantes -0,01 0,880
Ex-fumantes +0,01 0,768
Né&o- fumantes -0,01 0,895
Diabéticos (sim) -0,03 0,189
Hipertensos (sim) -0,01 0,474
Alcoolismo @ +0,05 0,148
ADIPOQ
Global P = 0,868
CcC +0,02 0,715
CA +0,03 0,559
GC -0,01 0,964
GA -0,05 0,741

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentragio
plasmaética de nitrito foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo.

55



5.2 Resultados: segunda vertente resposta ao tratamento com sildenafil

A seguir demonstramos as caracteristicas clinicas dos participantes da segunda vertente
desse trabalho (Estudo de Resposta) (Tabela 11). Nessa tabela ndo foram feitas as comparacdes
entre 0s grupos, uma vez que as etiologias sdo diferentes. Tivemos como objetivo ver se
marcadores genéticos se associavam a resposta ao sildenafil nesses grupos de forma
independente. As frequéncias observadas dos gendtipos de cada polimorfismo estudado nos
grupos DEPP e DEC ndo apresentaram desvios relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg

(comparagdes feitas por teste y* e todas com P>0,05; ndo mostrado).

Em seguida fizemos uma divis&o dos participantes de acordo com a mediana do AITEF%.
Os participantes acima da mediana foram classificados como bons respondedores e os abaixo

da mediana foram classificados como maus respondedores.

As tabelas 12,13,14 e 15 mostram a associacdo entre os polimorfismos estudados e bons

respondedores (BR) e maus respondedores (MR) nosgrupos DEPP e DEC, respectivamente.

No grupo DEPP foi observado uma diferenca na distribuicdo dos genotipos do SNP
rs266729 do gene da Adiponectina (ADIPOQ) entre BR e MR (P=0.007; Tabela 12). Quando
0 gendtipo dominante (CC) foi comparado com o gendétipo heterozigoto (CA), houve uma
associacao, onde portadores desse gendtipo tiveram uma pior resposta ao Sildenafil (P=0.003;
OR=5.70; 1C=1.88 — 18.02) que se manteve apds a andlise corrigida (P=0,027; OR=6,74;
IC=1.32 — 40.36). Quanto ao grupo DEC néo foram encontrados resultados significativos.

(Tabela 13)

Em seguida fizemos a mesma anélise para haplétipos da ADIPOQ (Tabela 14 e 15) para
DEPP e DEC, respectivamente, foi encontrado resultados significativos novamente para o
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grupo DEPP onde foi encontrada uma diferenca na distribuicdo dos haplétipos dos SNPs no
gene da Adiponectina entre BR e MR (P=0,008) (Tabela 14) onde portadores do hapl6tipo CA
tiveram uma pior resposta ao Sildenafil (P=0.001; OR=3.96; IC=1.73—9.26; Tabela 14), porem
esse resultado ndo se manteve apos a analise corrigida (P=0,071; OR=4.55; 1C=0.91 — 28.72).
Quanto a associacdo dos haplotipos no grupo DEC ndo houve nenhum resultado com

significancia estatistica (Tabela 15)
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Tabela 11-Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos DEPP e DEC

Caracteristicas clinicas DEPP (n = 82) DEC (n=75)
Idade (anos) 055 68
Etinia (branco / ndo branco) 43 /39 43/31
IMC (Kg/m?) 28+3 28+ 4
Tabagismo
Fumantes (n) 8 12
Ex-fumantes (n) 42 41
Né&o- fumantes (n) 31 22
Consumo de etanol (%)? 11 7
PAS (mmHg) 140 + 17 140 + 14
PAD (mmHg) 90 + 10 90+9
Colesterol total (mg/dL) 177 + 33 185 + 30
HDL colesterol (mg/dL) 40+4 40+6
LDL Colesterol (mg/dL) 101 + 28 115+ 27
Triglicerideos (mg/dL) 167 + 63 114 £59
Glicose (mg/dL) 108 + 25 98 + 33
Ureia (mg/dL) 90+9.3 32+73
Creatina (mg/dL) 1.1+£0.22 0.97 £0.22
Hipertensao (n) 44 34
Diabetes (n) 16 32
EF Score 10+7 18+8
Adiponectina (ng/uL) 1789.60 + 724.44 1949.00 £ 745.10 (n=65)
(n=71)
Nitrito (nM) 125.67 + 60.83 (n=74) 156.25 + 75.08 (n= 74)

IMC, indice de massa corporal; PAS, presséo arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastolica; HDL, lipoproteina
de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; Score FE, pontuacéo referente ao dominio fungéo erétil
do questionario indice Internacional de Funcdo Erétil apds o uso de sildenafil. 2 Consumo de etanol >30 g/dia.
Dados expressos como média + desvio padrdo, valores absolutos (n) ou frequéncias relativas (%).
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Tabela 12— Regressdo logistica multivariada mostrando a distribui¢do dos genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ entre os grupos Bons Respondedores (BR) e
Maus Respondedores (MR) no grupo DEPP

SNP Gendtipo BR (n =36) MR (n = 35) Pnc ORnc (IC) Pc ORc (IC)
151501299 cc 22 (0,61) 21 (0,60) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CG 12 (0,33) 10 (0,29) >0,999 0,87 (0,32 — 2,29) 0,098 0,18 (0,02 — 1,26)
GG 2 (0,06) 4(0,11) 0,667 2,10 (0,44 - 11,74) 0,016 38,21 (2,34 —1021,19)
Global Pnc =0,651 Global Pc =0,051
BR(n=37) MR(n=37)
rs266729 cC 26 (0,70) 13 (0,35) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CA 6 (0,16) 17 (0,46) 0,003* 5,70 (1,88 — 18,02) 0,027* 6,74 (1,32 — 40,36)
AA 5(0,14) 7(0,19) 0,178 2,80 (0,71 -10,09) 0,298 2,80 (0,42 - 21,18)
Global Pnc =0,007* Global P¢c =0,003*

R2 = 0,18, SNP, single nucleotide polymorphism; Pnc, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; Pc, valor de P referente a estatistica corrigida; ORnc, valor de odds ratioreferente 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). * P <0,05
significativo.

59



Tabela 13— Regressdo logistica multivariada mostrando a distribui¢do dos genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ entre os grupos Bons Respondedores (BR) e
Maus Respondedores (MR) no grupo DEC

SNP Gendtipo BR (n = 33) MR (n = 35) Pnc ORnc (IC) Pc ORc (IC)
rs1501299 cC 22 (0,61) 19 (0,54) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CG 12 (0,33) 15 (0,43) 0,445 1,66 (0,32 — 2,29) 0,233 3,42 (0,48 — 35,07)
GG 2 (0,06) 1(0,03) >0,999 0,55 (0,36 — 5,11) 0,524 0,33 (0,01 —9,05)
Global Pnc =0,502 Global Pc =0,414
rs266729 cC 21 (0,64) 10 (0,29) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CA 10 (0,30) 20 (0,57) 0,791 1,26 (0,47 — 3,57) 0,726 0,73 (0,12 — 4,02)
2 (0,06) 5 (0,14) 0,308 3,81 (0,33 -
AA 0,390 3,00 (0,50 - 16,98)
68,12)
Global Pnc =0,488 Global Pc =0,534

R2 =0,07, SNP, single nucleotide polymorphism; Pnc, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; Pc, valor de P referente a estatistica corrigida; ORnc, valor de odds ratioreferente a
estatistica ndo corrigida; ORgc, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; 1C, intervalo de confianca de 95%, Dados mostrados como n (frequéncias relativas), * P <0,05
significativo,
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Tabela 14— Regressdo logistica multivariada mostrando a distribui¢do dos hapl6tipos do gene ADIPOQ entre os grupos Bons Respondedores (BR) e Maus

Respondedores (MR) no grupo DEPP

SNP Haplotipo BR MR Pnc ORnNc (IC) Pc ORc (IC)
(n=72) (n=70)
ADIPOQ
CC 42 (0,59) 23 (0,33) 1,00 (referéncia 1,00 (referéncia)
CA 14(0,19) 29 (0,41) 0,001* 3,96 (1,73 - 9,26) 0,071 4,55 (0,91 - 28,72)
GC 14 (0,19) 17 (0,25) 0,076 2,31 (0,96 - 5,28) 0,408 2,08 (0,38 —14,11)
GA 2(0,03) 1(0,01) >0,999 0,95 (0,06 -8,56) 0,639 0,41 (0,01 — 16,32)

Global Pnc =0,007*

Global Pc =0,008*

R2 = 0,08, SNP, single nucleotide polymorphism; Py, valor de P referente a estatistica néo corrigida; Pc, valor de P referente a estatistica corrigida; ORy, valor de odds ratio referente a estatistica
néo corrigida; OR, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; 1C, intervalo de confianga de 95%, Dados mostrados como n (frequéncias relativas). * P <0,05 significativo.
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Tabela 15— Regressdo logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos hapl6tipos do gene ADIPOQ entre os grupos Bons Respondedores (BR) e Maus
Respondedores (MR) no grupo DEC

SNP Haplotipo . Eir‘;s) (n'\iF;O) Pnc ORnc (IC) Pc ORc (IC)
ADIPOQ
CC 30 (0,46) 23 (0,33) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
CA 22(0,34) 30 (0,43) 0,174 1,78 (0,83 — 4,00) 0,500 1,40 (0,52 - 3,79)
GC 13 (0,20) 17 (0,24) 0,26 1,71 (0,66 — 4,13) 0,730 1,22 (0,39 - 3,87)
GA 0 (0,00) 0 (0,00)

Global Pnc = 0,286 Global Pc =0,533

R2 = 0,16. SNP, single nucleotide polymorphism; Pnc, valor de P referente a estatistica ndo corrigida; P, valor de P referente a estatistica corrigida; ORn, valor de odds ratio referente a estatistica
néo corrigida; OR., valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; I1C, intervalo de confianga de 95%. Dados mostrados como n (frequéncias relativas). * P <0,05 significativo.
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A seguir realizamos a analise dos trés pardmetros de resposta ao Sildenafil sendo eles AIIEF,

MRP% e o AIIEF pds tratamento com sildenafil em ambos os grupos DEPP e DEC.

Figura 09 demonstra a correlacdo entre os niveis de adiponectina e os trés parametros de
resposta ao sildenafil nos grupos DEC e DEPP n&o houve nenhuma correlagdo com

significancia estatistica em ambos 0s grupos.

A figura 10 mostra as associacdes entre 0 SNP rs1501299 da ADIPOQ com os trés
parametros de resposta ao Sildenafil no grupo DEPP, porém ndo foram encontrados resultados
significativos. J& para o rs266729 da ADIPOQ no grupo DEPP (figura 11), houve diferenca
na distribuicdo dos genétipos no modelo dominante, onde pacientes portadores do genotipo
CC apresentaram uma melhora na pontuacao desse domino pos-tratamento quando comparado

com genotipo CA+AA (P=0,033).

A mesma sequéncia de analises foram realizadas para o grupo DEC demonstradas nas
figuras 12 e 13. Para 0 rs1501299 houve diferenga no score IIEF pés entre os portadores do
gendtipo CC quando comparado com o gendtipo heterozigoto CA (P=0.046) onde pacientes
portadores do genétipo CC apresentaram uma melhora na pontuacdo desse domino pos-
tratamento quando comparado com genétipo CG+GG (P=0.019) (Figura 12). Quanto ao

rs266729 para o grupo DEC nao foi encontrada nenhuma associacéo significativa (Figural3)

Figura 14 mostra a associacdo dos haplotipos tambem para os trés parametros de

resposta ao Sildenafil em ambos os grupos. ndo houve resultados significativos.
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Figura 9— Correlacdo entre os trés pardmetros da resposta ao sildenafil e os niveis de

adiponectina grupos DEPP e DEC
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Os gréficos de pontos representam dados brutos. Os dados brutos foram analisados pela correlagdo de Spearman.
A linha continua representa a regressao linear e a linha pontilhada representa o intervalo de confianca de 95%. *

P <0,05 significativo.
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Figura 10— Associagdo dos genoétipos do SNP rs1501299 com os trés pardmetros da resposta
ao sildenafil no grupo DEPP
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo

65



Figura 11— Associacdo dos genotipos do SNP rs266729 com os trés parametros da resposta ao
sildenafil no grupo DEPP
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Valores expressos como média + desvio padréo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Figura 12 —Associacdo dos gendtipos do SNP rs1501299 com os trés parametros da resposta
ao sildenafil no grupo DEC
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Figura 13-Associacao dos gendtipos do SNP rs266729 com os trés parametros da resposta ao
sildenafil no grupo DEC
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Valores expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com
pos-teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Figura 14—Associacdo dos haplotipos dos SNP do gene da ADIPOQ com os trés pardmetros
da resposta ao sildenafil no grupo DEPP e DEC
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Valores expressos como média + desvio padréo, teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn’s. Haplotipos
GA foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo.
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As tabelas 16,17,18,19,20 e 21 a seguir mostram a regressao linear multivariada de
genotipos e hapldtipos e os valores de AIIEF, M7RP% e IIEF pds-tratamento nos grupos DEPP

e DEC.

No grupo DEPP, quanto ao rs1501299, os resultados na analise ndo corrigida se
mantiveram negativos (tabelas 16, 17 e 18). Entretanto para o rs266729 na analise corrigida
podemos observar uma associagédo significativa para trés parametros de resposta: no AIIEF
portadores do genétipo homozigoto CC foram associados a maiores pontuagdes no AIIEF
(B=+1.34; P=0.011 tabela 16) enquanto o gendtipo CA+AA possuem menores pontuacdes no
AIIEF (B=-1.34; P=0.01; tabela 16). Para a MRP% a mesma associagéo se repetiu; portadores
do gendtipo homozigoto CC foram associados a maior MRP% (B=+6.18; P=0.022 tabela 17)
enquanto o gendtipo CA+AA possuem menor MRP% (p=-6.18; P=0.022; tabela 17). Para o
score lIEF pds tratamento o resultado encontrado na andlise ndo corrigida se manteve,
portadores dos portadores do genétipo homozigoto CC foram associados a uma melhor resposta
no score IIEF pos tratamento (p=+2.40; P=0.027 tabela 18) enquanto o genétipo CA+AA

possuem menor resposta apds o tratamento com sildenafil (p=-2.40; P=0.027; tabela 18)

No grupo DEC houve a confirmacao dos resultados encontrados na analise ndo corrigida
(tabelas 19,20 e 21), novamente o genotipo CC do rs1501299 foram associados com uma
melhor resposta no score IIEF pos tratamento com sildenafil (B=+2.43; P=0.041; tabela 21)
enquanto que para os portadores do gendtipo CG+GG a associagdo foi negativa (p=-2.43;

P=0.041; tabela 21). Demais resultados foram negativos.

Quanto aos haplotipos ndo foram encontrados resultados significativos para ambos 0s

grupos, concordando com os resultados obtidos na analise ndo corrigida (Tabelas 22 e 23).
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Tabela 16— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos genétipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de AIIEF no grupo DEPP

DEPP (n=72) Aditivo Dominante Recessivo
AIIEF AIIEF AIIEF
Modelo R? =0,25 R2=0,20 R2=0,21
RMSE =5,86 RMSE =5,76 RMSE =5,93
p P i P B P
Idade (anos) +0,33 0,007* +0,31 <0,001* +0,28 0,019*
Tabagismo
Fumante +0,43 0,793 +0,20 0,862 +0,15 0,926
Ex-fumantes -0,54 0,632 -0,68 0,388 -0,51 0,654
N&o - fumantes +0,11 0,923 +0,48 0,551 +0,36 0,761
Diabéticos (sim) -1,23 0,162 -1,04 0,086 -1,12 0,203
Hipertensos (sim) -1,91 0,013* -1,60 0,002* -1,52 0,040*
Alcoolismo -0,32 0,811 -0,54 0,555 -0,36 0,791
ADIPOQ
rs1501299 ccC +1,08 0,347 +0,07 0,898 +0,94 0,244
CG +2,25 0,073 -0,07 0,898
GG -3,33 0,059 -0,94 0,244
Global P = 0,142 Global P = 0,898 Global P= 0,244
rs266729 cC -0,63 0,049 +1,34 0,011* -1,29 0,099
CA -1,51 0,162 -1,34 0,011*
AA +2,14 0,638 +1,29 0,099
Global P=0,089 Global P=0,011* Global P=0,099

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio,  Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 17— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP da ADIPOQ sobre a MRP pos tratamento no grupo DEPP

DEPP (n=72) Aditivo Dominante Recessivo
MRP% MRP% MRP%
Modelo R?=0,16 R?=0,11 R2=0,11
RMSE = 30,13 RMSE = 29,58 RMSE = 30,71
i P i P B P
Idade (anos) +1,04 0,095 +0,88 0,033* +0,75 0,215
Tabagismo
Fumante -1,12 0,895 2,31 0,693 -2,70 0,753
Ex-fumantes +2,27 0,698 +1,60 0,692 +2,58 0,663
Né&o - fumantes -1,15 0,850 +0,70 0,865 +0,12 0,984
Diabeticos (sim) -3,34 0,459 2,33 0,452 -2,56 0,573
Hipertensos (sim) -8,01 0,042* -6,40 0,015* -5,66 0,136
Alcoolismo 2 +0,35 0,959 0,71 0,880 +0,14 0,984
ADIPOQ
rs1501299 ccC +8,53 0,151 +2,54 0,346 +2,80 0,502
CG +9,90 0,124 -2,54 0,346
GG -18,43 0,042 -2,80 0,502
Global P = 0,125 Global P = 0,346 Global P = 0,502
rs266729 cC +10,29 0,065 +6,18 0,022* -5,53 0,172
CA -6,53 0,239 -6,18 0,022*
AA -3,75 0,585 +5,53 0,172
Global P=0,134 Global P=0,022* Global P = 0,172

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, # Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo



Tabela 18 — Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de IIEF pds tratamento no grupo

DEPP
DEPP (n=72) Aditivo Dominante Recessivo
Score IIEF pos-tratamento Score IIEF pos-tratamento Score IIEF pos-tratamento
Model R?=0,17 R2=0,11 R?=0,08
RMSE = 8,23 RMSE =8,37 RMSE =0,31
p P p P p P
Idade (anos) +0,21 0,226 0,16 0,343 +0,01 0,203
Tabagismo
Fumante -1,32 0,568 -1,65 0,482 -0,02 0,778
Ex-fumantes +1,48 0,354 +1,30 0,422 +0,01 0,830
N&o - fumantes -0,17 0,920 +0,35 0,836 +0,01 0,846
Diabéticos (sim) -1,08 0,383 -0,79 0,525 -0,04 0,382
Hipertensos (sim) -1,25 0,241 -0,79 0,451 -0,04 0,297
Alcoolismo ? +0,78 0,677 +0,50 0,792 +0,02 0,862
ADIPOQ
rs1501299 CcC +2,81 0,085 +1,02 0,348 +0,11 0,102
CG +2,55 0,147 -1,02 0,348
GG -5,36 0,031 0,11 0,102
Global P = 0,092 Global P = 0,348 Global P=0,102
rs266729 CcC 3,81 0,014* +2,40 0,027* +0,06 0,270
CA -2,12 0,162 -2,40 0,027*
AA -1,68 0,372 -0,06 0,270
Global P =0,033* Global P=0,029* Global P=0,270

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, ® Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 19— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP da ADIPOQ sobre os valores de AIIEF no grupo DEC

DEC (n=68) Aditivo Dominante Recessivo
AIIEF AIIEF AIIEF
Modelo R2=0,14 R2=0,12 R2=0,12
RMSE = 6,84 RMSE = 6,80 RMSE = 6,82
p P p P p P
Idade (anos) +0,04 0,650 +0,06 0,500 +0,05 0,558
Tabagismo
Fumante +2,88 0,064 +2,95 0,053 +2,92 0,058
Ex-fumantes -1,88 0,128 -2,06 0,081 -2,16 0,076
Nao - fumantes -1,00 0,437 -0,88 0,490 -0,76 0,544
Diabéticos (sim) -0,45 0,627 -0,69 0,430 -0,72 0,418
Hipertensos (sim) +0,32 0,729 +0,36 0,696 +0,55 0,543
Alcoolismo @ +1,91 0,268 +1,96 0,249 +1,82 0,290
ADIPOQ
rs1501299 CcC -0,36 0,836 +0,41 0,656 -1,30 0,526
CG -1,80 0,282 -0,41 0,656
GG +2,16 0,439 +1,30 0,526
Global P = 0,549 Global P = 0,656 Global P =0,526
rs266729 cC -0,43 0,782 -0,59 0,560 -0,34 0,815
CA +1,31 0,350 +0,59 0,560
AA -0,89 0,668 +0,34 0,815
Global P=0,624 Global P=0,560 Global P =0,815

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. 2 Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo

74



Tabela 20— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos gendtipos dos SNP da ADIPOQ sobre os valores de MRP% no grupo DEC

DEC (n=68) Aditivo Dominante Recessivo
MRP% MRP% MRP%
Modelo R?=0,12 R2=0,11 R?=0,09
RMSE = 37,07 RMSE = 36,80 RMSE = 37,20
p P p P p P
Idade (anos) -0,07 0,888 +0,04 0,924 -0,20 0,667
Tabagismo
Fumante +2,15 0,796 +3,08 0,704 -0,20 0,672
Ex-fumantes -1,62 0,807 -3,14 0,619 +3,51 0,688
Nao - fumantes -0,53 0,940 +0,06 0,993 -2,63 0,898
Diabéticos (sim) -4,89 0,331 -6,41 0,179 -0,88 0,291
Hipertensos (sim) +0,34 0,946 +0,66 0,893 -5,16 0,951
Alcoolismo 2 +13,06 0,164 +13,77 0,137 +0,30 0,166
ADIPOQ
rs1501299 cC +6,75 0,471 +6,53 0,194 -2,75 0,806
CG -9,38 0,302 -6,53 0,194
GG +2,63 0,862 +2,75 0,806
Global P = 0,346 Global P = 0,194 Global P =0,806
rs266729 CcC +9,00 0,286 +4,37 0,428 +5,36 0,503
CA +3,41 0,654 -4,37 0,428
AA -12,42 0,269 -5,36 0,503
Global P=0,503 Global P=0,428 Global P = 0,503

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio.  Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 21— Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP da ADIPOQ sobre os valores do IIEF pds tratamento no grupo DEC

DEC (n=68) Aditivo Dominante Recessivo
Score I1EF pos-tratamento Score I1EF pos-tratamento Score I1EF pos-tratamento
Modelo R2=0,24 R2=0,11 R2=0,19
RMSE =8,70 RMSE =8,37 RMSE = 8,82
p P p P p P
Idade (anos) -0,16 0,165 -0,18 0,113 -0,20 0,082
Tabagismo
Fumante -0,28 0,884 -0,62 0,746 +0,11 0,957
Ex-fumantes +1,10 0,481 +1,44 0,331 +0,77 0,620
N&o - fumantes -0,81 0,619 -0,83 0,609 -0,87 0,592
Diabeéticos (sim) -2,09 0,079 -1,88 0,094 2,21 0,059
Hipertensos (sim) -0,35 0,767 -0,43 0,712 -0,32 0,778
Alcoolismo @ +2,13 0,331 +1,87 0,384 2,10 0,343
ADIPOQ
rs1501299 CcC +2,08 0,345 +2,43 0,041* -0,63 0,811
CG -2,70 0,207 -2,43 0,041*
GG +0,62 0,861 +0,63 0,811
Global P = 0,155 Global P =0,041* Global P =0,811
rs266729 cC -0,13 0,948 +0,50 0,696 -2,33 0,222
CA -1,43 0,424 -0,50 0,696
AA +1,56 0,553 +2,33 0,222
Global P=0,722 Global P=0,696 Global P = 0,222

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio,  Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significancia



Tabela 22— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos dos SNP da ADIPOQ sobre os valores de AIIEF, MRP% e IIEF pos-tratamento no
grupo DEPP

DEPP (n= 144) AIIEF MRP% Score IEF po6s-tratamento
Modelo R2=0,20 R?2=0,11 R2 =0,09
RMSE =5,81 RMSE = 29,71 RMSE = 8,23
p P p P p P

Idade (anos) +0,30 <0,001* +0,86 0,041* +0,15 0,188
Tabagismo

Fumante -0,31 0,792 -4,48 0,456 -2,17 0,194

Ex-fumantes -0,72 0,363 +1,71 0,672 +1,26 0,261

N&o - fumantes +1,03 0,207 +2,77 0,506 +0,91 0,433

Diabéticos (sim) -1,13 0,064 -2,79 0,369 -1,00 0,248

Hipertensos (sim) -1,67 0,001* -6,67 0,012* -0,86 0,241

Alcoolismo # -0,78 0,397 -1,58 0,737 +0,22 0,865
ADIPOQ

Haplotype cc +0,81 0,424 +6,18 0,233 +2,72 0,059

CA -1,67 0,120 -5,58 0,308 -1,41 0,351

GC -0,99 0,389 -5,88 0,316 -0,86 0,594

GA +1,84 0,426 +5,28 0,656 -0,44 0,893

Global P=0,145 Global P=0,147 Global P =0,061

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, 2 Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significancia
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Tabela 23— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos dos SNP da ADIPOQ sobre os valores de AIIEF, MRP% e IIEF pos-tratamento no

grupo DEC
DEC (n=135) AIIEF MRP% IIEF poés-tratamento
Model R?=0,11 R?=0,10
RMSE = 6,59 RMSE = 35,64 RMSE = 8,44
p P p P p P
Idade (anos) +0,05 0,355 -0,13 0,683 -0,23 0,003*
Tabagismo
Fumante +2,94 0,005* +3,53 0,525 -0,39 0,769
Ex-fumantes -2,07 0,011* -2,23 0,608 +1,55 0,135
Né&o - fumantes -0,87 0,317 -1,30 0,782 -1,16 0,298
Diabéticos (sim) -0,72 0,230 -5,36 0,098 -1,70 0,028*
Hipertensos (sim) +0,44 0,480 -0,05 0,989 -0,55 0,485
Alcoolismo +1,81 0,120 +13,01 0,040* +1,65 0,269
ADIPOQ
Hapldtipo cC +0,17 0,829 6,80 0,120 +1,36 1,028
CA +0,30 0,706 -1,72 0,691 +0,96 0,351
GC -0,48 0,606 -5,07 0,310 -2,32 0,052
Global P=0,871 Global P=0,295 Global P = 0,146

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio,  Consumo de etanol >30 g/dia * P <0,05 significancia
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Seguindo as analises, foi feita a associacdo dos niveis de adiponectina plasmatica e 0s

genotipos e haplotipos dos polimorfismos da ADIPOQ para ambos 0s grupos.

Na analise ndo corrigida para ambos os polimorfismos rs1501299 e rs266729 no grupo DEPP
ndo foram encontrados resultados com significancia estatistica (Figura 15), porem na regressao
linear multivariada o genétipo CC do rs1501299 (B=-0.07; P=0.037; tabela 24) foi associado a
menores niveis de adiponectina enquanto o grupo CG+GG apresentou niveis maiores de

adiponectina (B=+0.007; P=0.037; tabela 24).

Para o grupo DEC e 0 rs1501299, ndo foram encontradas associagdes com significancia
estatistica (figura 16), mesmo ap6s a analise corrigida (tabela 25). No caso do rs266729 foi
encontrada uma diferenca na distribuicdo dos gendtipos (P=0.001) (figura 16), o gendtipo
homozigoto CC quando foi associado a menores niveis de adiponectina quando comparado com
0 genotipo CA + AA (P=0.012), porém esse resultado ndo se manteve na andlise corrigida

(tabela 25).

Quando foi avaliada a associacdo dos haplétipos de ADIPOQ com aos niveis de
adiponectina, ndo foram encontrados resultados com significancia estatistica em ambos 0s

grupos tanto na analise ndo corrigida (Figura 17), quanto na andlise corrigida (tabelas 26 e 27).
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Figura 15 — Adiponectina vs genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo DEPP
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Valos expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com pds
teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Tabela 24— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de
adiponectina no grupo DEPP

DEPP (n=67) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R?=0,27 R?=0,26 R?2=0,24
RMSE =0,23 RMSE =0,23 RMSE =0,23
] P B P B P
Idade (anos) +0.01 0.066 +0.01 0.038* +0.01 0.024*
Tabagismo
Fumante +0.08 0.263 +0.08 0.244 +0.08 0.265
Ex-fumantes -0.07 0.136 -0.07 0.114 -0.07 0.170
N&o - fumantes -0.01 0.888 -0.01 0.893 -0.01 0.796
Diabéticos (sim) -0.04 0.347 -0.04 0.325 -0.04 0.339
Hipertensos (sim) +0,02 0,591 +0,02 0,599 +0,01 0,865
Alcoolismo # +0,17 0,009* +0,17 0,009* +0,17 0,009*
ADIPOQ
rs1501299 cC -0,09 0,068 -0,07 0,037* +0,06 0,080
CG +0,05 0,354 +0,07 0,037*
GG +0,04 0,581 -0,06 0,080
Global P = 0,106 Global P = 0,037* Global P = 0,080
rs266729 CcC -0,05 0,247 -0,03 0,261 +0,01 0,951
CA -0,01 0,946 +0,03 0,261
AA +0,05 0,307 -0,01 0,951
Global P = 0,467 Global P=0,261 Global P =0,951

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, Os valores de concentragdo plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados  Consumo de etanol >30

g/dia * P <0,05 significativo
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Figura 16— Adiponectina vs gendtipos dos SNP da ADIPOQ no grupo DEC
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Valos expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com pds
teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Tabela 25— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos gen6tipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de

adiponectina no grupo DEC

DEC (n=65) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R2=0,22 R2=0,14 R2=0,11
RMSE = 0,20 RMSE =0,21 RMSE =0,21
p P B P p P
Idade (anos) +0,01 0,183 +0,00 0,101 +0,01 0,115
Tabagismo
Fumante -0,01 0,963 +0,01 0,877 +0,00 0,955
Ex-fumantes +0,01 0,796 -0,002 0,956 -0,01 0,846
N&o - fumantes -0,01 0,855 -0,01 0,899 +0,01 0,910
Diabeticos (sim) -0,01 0,978 -0,02 0,450 -0,02 0,452
Hipertensos (sim) +0,01 0,738 +0,01 0,723 +0,02 0,427
Alcoolismo 2 +0,05 0,308 +0,06 0,289 +0,05 0,395
ADIPOQ
rs1501299 cC -0,01 0,875 +0,02 0,403 -0,06 0,369
CG -0,10 0,053 -0,02 0,403
GG +0,11 0,204 +0,06 0,369
Global P =0,133 Global P = 0,403 Global P = 0,369
rs266729 cC -0,02 0,244 -0,04 0,162 +0,04 0,463
CA +0,10 0,024 +0,04 0,162
AA -0,08 0,629 -0,04 0,463
Global P = 0,064 Global P=0,162 Global P = 0,463

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, Os valores de concentragdo plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados # Consumo de etanol

>30 g/dia * P <0,05 significativo



Figura 17— Adiponectina vs haplotipos do gene ADIPOQ no grupo DEPP e DEC
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Valores expressos como média + desvio padréo, teste de Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn’s. Haplotipos
GA foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo
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Tabela 26— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos Haplétipos dos SNP do gene
da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de Adiponectina no grupo DEPP

DEPP (n=134)

Modelo R Z0%
RMSE =0,23
B P

Idade (anos) +0,01 0,005*
Tabagismo

Fumante +0,08 0,093

Ex-fumantes -0,08 0,016*

Nao - fumantes -0,01 0,911

Diabéticos (sim) -0,03 0,205

Hipertensos (sim) +0,01 0,562

Alcoolismo ? +0,16 0,003*
ADIPOQ

Haplotype CcC -0,09 0,039

CA -0,03 0,578

GC +0,01 0,779

Global P= 0,148

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentragio
plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo
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Tabela 27— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos Hapl6tipos dos SNP do gene

da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de Adiponectina no grupo DEC

DEC (n=129) R? =009
Modelo RMSE = 0,21
] P
Idade (anos) +0,01 0,009*
Tabagismo
Fumante +0,01 0,864
Ex-fumantes -0,01 0,694
N&o - fumantes +0,01 0,872
Diabéticos (sim) -0,03 0,126
Hipertensos (sim) +0,02 0,322
Alcoolismo @ +0,05 0,169
ADIPOQ
Haplotype CC -0,01 0,924
CA +0,03 0,346
GC -0,02 0,452
Global P=0,618

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentracdo

plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo
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Por fim, foram feitas as anélises de associagdo entre os valores de Nitrito e os polimorfismos

estudados.

As figuras 18, 19 e 20 mostram os valores de Nitrito e os gendtipos e haplétipos dos

polimorfismos estudados, no grupo DEPP e DEC respectivamente. N&o foram encontrados

resultados com significancia estatistica.

As tabelas 28, 29, 30 e 31 desmontam a regressdo linear multivariada também mostrando a

auséncia de associacdo entre os polimorfismos estudados e as concentraces plasmaticas de nitrito,

de forma analoga a analise sem corre¢do no grupo DEPP e DEC. Resultado anterior se manteve.

Figura 18- Nitrito vs gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo DEPP
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Valos expressos como média + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com pds
teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo
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Figura 19— Nitrito vs gendtipos dos SNP do gene da ADIPOQ no grupo EDC
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Valos expressos como meédia + desvio padrdo. Para modelo aditivo foi realizado teste de Kruskal Wallis com p6s
teste de Dunn’s, modelo dominante e recessivo teste de Mann Whitney. * P <0,05 significativo

88



Figura 20- Nitrito vs haplétipos do gene ADIPOQ no grupo DEPP e DEC
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Valores expressos como média + desvio padrdo, teste de Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn’s. Haplotipo GA
foi excluido da analise por ter frequéncia <1%. * P <0,05 significativo
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Tabela 28— Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos gen6tipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de concentragdo plasmaética de nitrito
no grupo DEPP

DEPP (n= 66) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R2=0,09 R2=10,09 R2=10,09
RMSE = 107,76 RMSE = 105,86 RMSE = 105,91
p P p P p P
Idade (anos) -3,33 0,147 -3,27 0,136 -3,46 0,117
Tabagismo
Fumante -21,66 0,501 -21,73 0,491 -21,80 0,489
Ex-fumantes +1,90 0,934 +2,11 0,924 +1,09 0,961
N&o - fumantes +19,76 0,379 +19,62 0,372 +20,71 0,341
Diabéticos (sim) +4,43 0,793 +4,28 0,795 +4,05 0,806
Hipertensos (sim) +15,12 0,311 +14,76 0,300 +15,64 0,262
Alcoolismo -2,25 0,939 -2,45 0,932 -2,65 0,927
ADIPOQ
rs1501299 CcC +4,02 0,862 +3,86 0,788 -3,47 0,813
CG -4,14 0,862 -3,86 0,788
GG +0,12 0,997 +3,47 0,813
Global P = 0,966 Global P = 0,788 Global P = 0,813
rs266729 CC +8,16 0,701 +6,74 0,643 -5,04 0,731
CA -5,60 0,786 -6,74 0,643
AA -2,56 0,918 +5,04 0,731
Global P = 0,915 Global P=0,643 Global P = 0,731

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentragdo plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados  Consumo de etanol >30
g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 29— Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos SNP do gene da ADIPOQ sobre os valores de concentragdo plasmaética de nitrito
no grupo DEC

DEC(n= 68) Aditivo Dominante Recessivo
Modelo R2=0,16 R?=0,15 R?2=0,14
RMSE =0,22 RMSE = 0,22 RMSE = 0,22
p P p P p P
Idade (anos) -0,01 0,810 -0,01 0,848 -0,01 0,572
Tabagismo
Fumante +0,04 0,423 +0,04 0,356 +0,05 0,344
Ex-fumantes +0,018 0,641 +0,01 0,706 +0,02 0,653
N&o - fumantes -0,06 0,165 -0,06 0,156 -0,06 0,120
Diabeticos (sim) +0,02 0,495 +0,02 0,513 +0,02 0,419
Hipertensos (sim) +0,07 0,031* +0,07 0,026 +0,06 0,035*
Alcoolismo # -0,01 0,936 -0,01 0,988 -0,01 0,955
ADIPOQ
rs1501299 cc +0,07 0,245 +0,03 0,270 +0,04 0,543
CG +0,01 0,087 -0,03 0,270
GG -0,07 0,465 -0,04 0,543
Global P = 0,465 Global P =0,270 Global P =0,543
rs266729 ccC +0,05 0,321 +0,03 0,363 +0,02 0,746
CA -0,01 0,865 -0,03 0,363
AA -0,04 0,527 -0,02 0,746
Global P = 0,603 Global P= 0,363 Global P = 0,746

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio, Os valores de concentracdo plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados # Consumo de etanol
>30 g/dia * P <0,05 significativo
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Tabela 30— Regresséo linear multivariada mostrando o efeito dos Haplotipos dos SNP do gene
da ADIPOQ sobre os valores de concentracdo plasmatica de nitrito no grupo DEPP

PPED (n= 132)

Modelo R?=0,06
RMSE =0,21
B P

Idade (anos) -0,01 0,040*
Tabagismo

Fumante -0,05 0,230

Ex-fumantes +0,01 0,641

N&o - fumantes +0,04 0,194

Diabéticos (sim) +0,01 0,541

Hipertensos (sim) -0,01 0,886

Alcoolismo @ -0,02 0,656
ADIPOQ

Haplotype CcC +0,02 0,568

CA -0,01 0,862

GC -0,02 0,627

GA +0,01 0,949

Global P= 0,809

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentragdo
plasmatica de nitrito foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo
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Tabela 31— Regressdo linear multivariada mostrando o efeito dos Haplotipos dos SNP do gene
da ADIPOQ sobre os valores de concentragdo plasmatica de nitrito no grupo DEC

DEC (n= 135)
R?=0,15
Modelo RMSE =0,21
B P
Idade (anos) -0,01 0,491
Tabagismo
Fumante +0,05 0,160
Ex-fumantes +0,02 0,492
Nao - fumantes -0,06 0,023*
Diabéticos (sim) +0,02 0,228
Hipertensos (sim) +0,06 0,002*
Alcoolismo 2 -0,01 0,947
ADIPOQ
Haplotype cc -0,03 0,167
CA -0,01 0,777
GC +0,04 0,336
Global P= 0,376

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores de concentracio
plasmaética de nitrito foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo
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6 DISCUSSAO

Na primeira vertente desse trabalho (estudo caso-controle) tivemos como resultados
principais que os niveis de adiponectina estavam elevados no grupo paciente quando comparado
com o grupo controle e foi encontrada uma relacdo negativa entre os niveis de nitrito e
adiponectina no grupo paciente. O haplétipo CA foi associado a maior risco para DE, porém o
hapldtipo GA foi caraterizado como um hapl6tipo de protecdo, enquanto pacientes portadores do

gendtipo CC tiveram uma melhor pontuacao no score IIEF.

Quanto no estudo de resposta ,ndo foi encontrada associacdo quando o0s niveis plasmaticos
de adiponectina e a resposta ao tratamento com sildenafil quanto a associacdo genética grupo
DEPP, portadores do gendtipo heterozigoto do rs266729 CA tiveram uma pior resposta ao
sildenafil ja os portadores do genétipo CC apresentaram uma melhora na pontuacdo do domino
I1EF pos-tratamento maior pontuagdo no AIIEF e maior MRP% quando comparado com gendtipo
CA+AA. No grupo DEC portadores do gendtipo CC do rs1501299 tiveram uma melhora na
pontuacdo do dominio IIEF apds o tratamento com sildenafil. O gen6tipo CC do rs1501299 no
grupo DEPP foi associado a menores niveis de adiponectina enquanto que os portadores dos
gendtipos CG+GG apresentaram maiores niveis de adiponectina. Em todas as analises para
ambos os grupos ndo foram encontradas associa¢fes com significancia estatista em para 0s

haplétipo e niveis de nitrito.

A adiponectina é um hormonio secretado pelos tecidos adiposos que tem agédo anti-
inflamatdria e atua aumentando a sensibilidade a insulina, a oxidacdo de acidos graxos e a
utilizacdo de glicose (Kershaw and Flier 2004). A reducdo nos niveis de adiponectina
desempenha um papel fundamental nas doencas relacionadas a obesidade, incluindo diabetes e
doencas cardiovasculares (Ouchi et al. 2003), foi essa diminui¢do marcada em doencas de fundo
metabolico e arterial levou os pesquisadores a estudar o que levaria a alteracdo desses niveis, €

plausivel presumir que a genética tenha um impacto na alteracdo desses niveis.
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Nossos resultados diferem da literatura atual uma vez que homens com disfuncao erétil
clinica apresentaram maiores niveis de adiponectina quando comparado com o grupo controle.
Além disso ha relatos na literatura apontando a diminui¢do da adiponectina em quadros de
doencas como a obesidade (Sparrenberger et al. 2018), doenca comorbida com a DE. Ainda ndo
havia estudos que avaliassem os niveis de adiponectina frente a disfuncédo erétil além disso o
préprio mecanismo de variagcdo dos niveis de adiponectina carece de explicacdo completa. Em
diferentes estudos, o0s niveis de adiponectina também variaram de acordo com idade, sexo e
estagio puberal, além da alimentacdo (Artimani et al. 2016, Sparrenberger et al. 2018). Uma
explicacdo plausivel para o fato do aumento da adiponectina no grupo paciente estd no chamado
“’paradoxo’’ da adiponectina (Teoh et al. 2006). Niveis mais altos de adiponectina foram
associados ao alto risco de morte ou infarto em populacdes com evento cardiovasculares
adversos, o que hipoteticamente ndo deveria ocorrer, levando em consideracdo o papel a protecédo
vascular promovida pela adiponectina (Cavusoglu et al. 2006). Segundo os autores (Teoh et al.
2006), os niveis mais altos de adiponectina podem ser uma resposta ao meio inflamatério que
desencadeia uma expressao, sintese e liberagdo aumentadas da adiponectina, em uma tentativa
fisiolégica de limitar danos endoteliais adicionais. Outra explicacdo plausivel é a regulacdo
negativa dos receptores da adiponectina (Kreth et al. 2014). Em pacientes com insuficiéncia
cardiaca congestiva foram reportados niveis plasmaticos elevados de adiponectina, mas sua
expressdo miocardica muito baixa. Nesses pacientes, foi identificado um miRNA (mir-150) que
reprimiu especificamente a expressdo de AdipoR2 nesta populacdo de pacientes, o que poderia

justificar a auséncia de um efeito protetor dessa adipocina.

Embora algumas explicagdes tenham sido propostas e estudadas, 0 mecanismo bioldgico
subjacente a relacdo paradoxal entre niveis mais elevados de adiponectina e eventos

cardiovasculares € desconhecido.
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Alguns farmacos alteram os niveis de adiponectina niveis de adiponectina aumentando em
resposta aos agonistas do receptor y (PPARY) ativado por proliferadores de peroxissoma
tiazolidinedionas (TZDs) (Wang et al. 2018) . Desde o advento do TZD, uma classe de drogas
sensibilizadoras de insulina usadas para tratar o DM2, varios estudos abordaram a questdo de
saber se essa acdo poderia ser mediada por uma regulacdo positiva da adiponectina. Os TZDs
estimulam uma producdo substancial de adiponectina e, considerando que o PPARy ¢
predominantemente expresso no tecido adiposo e o tecido adiposo parece essencial para os TZDs
melhorarem a sensibilidade a insulina, isso sugere um papel central para a adiponectina na
melhora da sensibilidade a insulina observada com os TZDs.(Polyzos and Mantzoros
2016). Nessa mesma linha, um antagonista do receptor canabinodide tipo 1, rimonabant foi
associado ao aumento na adiponectina plasmatica (+46,2%) em ratos obesos. O aumento da
adiponectina esta, em parte, relacionado a perda de peso, além de um efeito direto do rimonabant
em promover a expressdao do mMRNA da adiponectina (Thornton-Jones et al. 2006). Ha um unico
estudo que avaliou o efeito do tratamento com sildenafil sobre os niveis de adiponectina, (Areola
et al. 2021). Nesse estudo se utilizou ratos Wistar fémeas, mostrando que o sildenafil era capaz
de aumentar os niveis de adiponectina placentaria em um tratamento associado a testosterona
(Areola et al. 2021). Porém mais uma vez 0os mecanismos associados a alteracdes nos niveis de
adiponectina causados por farmacos carecem de explicacdes. Mas as observacdes reportadas
trazem importantes perspectivas quanto ao possivel papel dessa adipocina na doenca e
tratamento. E importante ressaltar que em estudos de associacdo clinicos é muitas vezes
impossivel retirar dos estudos os pacientes que utilizam medicamentos que potencialmente
modulem os niveis de adiponectina, o que torna ainda impossivel a clarificagdo de um mecanismo

para essas associagdes em humanos.

Quanto aos niveis de adiponectina e NO sabe-se que de ambos séo importantes para o bom
funcionamento do sistema vascular. Neste estudo avaliamos também a relagéo entre os niveis de

adiponectina e nitrito e observamos uma relacao negativa entre os niveis de nitrito e adiponectina.
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Em camundongos nocaute para adiponectina (camundongos adiponectina —/—), o vaso
relaxamento adrtico induzido por acetilcolina foi prejudicado, acompanhado por producao
aumentada de superdxido e peroxinitrito. A expressdo de eNOS foi conservada em camundongos
adiponectina (—/—), mas a fosforilacao de NO e eNOS foi significativamente reduzida além disso
a adiponectina é capaz de estimular a migracdo e diferenciacdo de células endoteliais para a
estrutura vascular capilar para prevenir a morte de células endoteliais, bem como proteger as
células endoteliais dentro da vasculatura através da promocéo da fosforilacdo de eNOS e aumento
da sintese de NO (Cao et al. 2009). Na literatura em células endoteliais, a adiponectina aumenta
a atividade da NOS3 induzindo a fosforilacdo enzimatica e a formacéo de complexos com Hsp90
atraves da ativacdo da AMPK (Chen et al. 2003) A diminuicdo dos niveis de adiponectina pode
reduzir a sintese de 6xido nitrico induzida pela adiponectina, prejudicando seus efeitos benéficos
sobre o ténus vascular. Assim, era esperado encontrar um efeito oposto ao que reportamos aqui.
Esta questdo € condizente com o fato de que também ficamos surpresos ao constatar que 0s
pacientes tem maiores niveis de adiponectina e nitrito que os controles sem DE. Uma
possibilidade para explicar isto poderia ser que o nitrito no plasma teria origem nao apenas do
endotélio, como consequéncia da producdo recente de NO pela eNOS (Oliveira-Paula et al.
2016), mas também poderia em grande parte ter origem na inflamacao via enzima iNOS. No caso
da inflamacéo, a adiponectina aumentada poderia ser um mecanismo compensatorio em uma
tentativa de aumentar mediadores anti-inflamatorios, porem no balanco entre mediadores pro e

antiinflamatdrios teriamos essa situacdo observada em nossos pacientes.

Em relacdo aos marcadores genéticos estudados, neste trabalho os pacientes portadores do
genotipo CC do rs266729 foram associados com uma melhor resposta ao Sildenafil em todos os

parametros analisados em contrapartida portadores do genotipo CA tiveram uma pior resposta.

Um estudo anterior fez a avaliacdo desse polimorfismo em relacdo a resposta a anti-

hipertensivos (de Faria et al. 2015). Os autores avaliaram a associagdo do rs266729 com
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hipertensao resistente, caracterizada por como pressao arterial descontrolada apesar do uso de >3
agentes anti-hipertensivos de diferentes classes ou pressdo arterial controlada com uso de >4
agentes. Apesar de ndo ter sido encontrada associacao dos gendtipos do polimorfismo rs266729
com alteracBes na resposta para o tratamento para a hipertensdo resistente, foi encontrada
associacdo dos niveis de adiponectina com menores niveis em portadores do alelo G em
comparagdo com o gendtipo CC. E importante ressaltar que alelo G foi significativamente
associado com maior risco para hipertensdo e também a pacientes necessitaram de maior nimero

de medicamentos anti-hipertensivos para controlar a pressdo arterial(de Faria et al. 2015).

Em relacdo ao aspecto funcional, o alelo G mostrou alterar um dos sitios de ligacdo da
proteina estimuladora da transcricdo (SP1). Assim, a presenca do alelo G do polimorfismo
rs266729 resulta na perda do sitio de ligacdo SP1 e, consequentemente, afeta a regulacéo e reduz
a expressao do gene da adiponectina (Zhang et al. 2009), o que foi observado experimentalmente

em condicdes basais e estimuladas em adip6citos 3T3-L1 de camundongos (Laumen et al. 2009).

Nossos achados corroboram com o estudo de (Cunha et al. 2023), em uma amostra de 196
pacientes com adesao a terapia anti-hipertensiva agrupados em controlados (PA < 140/90 mmHg)
e hipertensos nao controlados (PA >140/90 mmHg). De fato, foi encontrada uma associa¢do do
SNP rs266729 da ADIPOQ com hipertensdo ndo controlada, onde portadores do genétipo CG
(modelo aditivo) foram associados a niveis mais altos de pressdo arterial sistolica e pressdo
arterial media quando comparados com portadores do genotipo ancestral. Diferentemente dos
nossos achados onde o haplotipo GA foi caraterizado como um haplotipo de protecdo, os autores
descrevem uma associacdo do haplotipo GT formado pelos alelos dos SNPs ADIPOQ rs266729
e rs1501299 com hipertensdo ndo controlada e niveis mais elevados de pressao arterial media e

pressao arterial diastdlica (Cunha et al. 2023).
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Ja o genodtipo CC rs1501299 por sua vez foi associado a menores niveis de adiponectina
(de Faria et al. 2015, de Luis et al. 2019) em estudo que avaliou esse mesmo polimorfismo frente
a uma dieta mediterranea hipocalorica, portadores do genotipo GG apresentaram niveis mais
elevados de adiponectina em condicdes de menor ingestdo de fibras. Interessantemente outro
estudo do avaliando o0 rs1501299 frente a pacientes com hipertensdo resistente mostrou o inverso
as concentracbes de adiponectina foram significativamente menores no grupo GG em
comparacdo com os portadores do alelo T(de Faria et al. 2015). Resultados conflitantes,
principalmente devido as diferencas na populacao estudada entre os estudos. N&o ha dados sobre
a funcionalidade deste SNP intronico, embora enhancers tenham sido relatados em introns de

genes de adiponectina (Qiao et al. 2005).
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7 FORTALEZAE LIMITACOES DO ESTUDO

Algumas limitacBes deste estudo precisam ser citadas. A primeira € o nimero de
participantes dsBpesquisa, que pode ser considerado pequeno, principalmente se comparado com
estudos GWAS. Apesar disso, 0 numero € relativamente robusto para as analises bioquimicas
feitas aqui. Outro ponto é que o Brasil € um mais miscigenado, ou seja, ha aqui uma situacao
Unica em relacdo ao mundo que € uma interacdo entre fatores genéticos que usualmente nao se
encontram combinados nas diferentes populagdes do mundo. Isso pode tornar mais dificil
transpor nossos resultados para outras populacdes diferentes. Outro fator complicador € a
alimentacdo que pode interferir nos niveis de adiponectina, porem deixamos uma ressalva ja

que essa hipotese ainda esta sendo estudada.

Dentre as fortalezas, este estudo é o pioneiro na sua hipétese, e é de fundamental
importancia para compreender a influéncia da adiponectina e dos polimorfismos genéticos da
ADIPOQ, com a DE e seu tratamento associado. A subdivisdo dos participantes do estudo de
resposta em DEC e DEPP € um outro ponto de destaque, uma vez que, temos a representacao

de participantes que tiveram o comprometimento da sua funcéo erétil por processo cirargico.

Por fim podemos citar como fortaleza o fato de que levamos em consideracdo na analise
estatistica os fatores de confusdo, como idade, tabagismo, consumo de etanol, diabetes, os quais
sdo clinicamente relevantes e estdo envolvidos com o risco para desenvolvimento da DE e sua

resposta aos iPDE-
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8 CONCLUSOES

Em conclusdo, este estudo suporta as evidencias ja encontradas na literatura da alteracédo
dos niveis de adiponectina, mas sendo inovador quanto a associacdo dos niveis dessa adipocina
frente a DE. Pacientes com DE apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de adiponectina.
Concluimos também a partir desse estudo que os polimorfismos da ADIPOQ rs266729 e
rs1501299, se associam a alteracGes na regulacdo dos niveis de adiponectina em pacientes com

DE e o0s genotipos estdo associados também ao resultado do tratamento com sildenafil.
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10 ANEXOS

Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Bases genéticas da disfuncao erétil: da resposta so stress a producio de oxido nitrico”
Vocé est2 :endo convadado (3) a participar de um e:tudo cujos detalhes sdo:
1) Este projeto pretende esmdar alzuma: vanagoes comuns de 2lzum: do: seus gemes (que wansmitem
caractenisticas hereditanas) que podem estar a:sociada: 2 uma vulnerzbilidade natural 2 disfungdo eretil e
podem alterar o sucesso do tratamento. Alem dis:o, pretendemos estudar como esta: vanagdes podem
modificar 25 guantidade: de algumas substancias produzida: palo 20 organismo presente: no zeu :angue, Isto
podera nos auxiliar no ertendimerto da disfunc3o erstil Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquiza (CEP), que tzm como firalidade prozeger eticaments 05 participantes de pesquizas.
2) Sua participaco neste exudo consistira em: serdo retirados 30 mL do seu sangue por puno venosa
unlizando tacnica adequada. Este volume de sangue & cerca de 20 {1inte) veze: meror do que o volume de
sanzue habitualmente doade guando um indnaduo doa sangue para bancos da sangue, 2 equivale 2 duas
colkera: de sopa. Este :angue sera u:ado parz 10do: 05 estudos laboratoriai: mencionados acima. Serdo feitas
entrevistas de ate duas horas de durag2o abordando assunto: relatvos 20 3eu humor, vada sexual, epizodios
sxTesantes de seu passado, histonco familiar, entre outros 2:sumtos pertmentes 20 projeto. Se vocé for
paciente, dados do s2u promtuario do Hospital das Clinica: de Ribeirdo Preto serdo obmdo: citando, por
exempilo, nivel da glicose sanzumes, madicamento: am uso, ou outras informacoes clinicas relevantss. Caso
voce tanha recebido indicagdo medica para uso de Sildenafil ou outroz, repetiramos as entrevistas a coleta: de
sanzue no momento de seu retomo 2po: 0 tratamento com exse farmaco.
3) Seu matenal zenstico (DNA) sera coletado, depositado, armazenadoe em um biorrepo:itorio por ate dez
anos ob rezponsabilidade de coordenador do projeto. Apos este perzodo seu material genstico podera ser
destrmdo. A qualguer momento vocé pode :olicitar que :uas amostra: biologicas sejam devolvidas ou
destrurdas. O uso deste material sara com fins unicamente de pesquiza ralacionaca a analise da: informagdes
geneticas contidas na amostra. Estudos futuro: serdo realizados mediante su2 aprovacdo e azalize do novo
projeto pelo CEP. Em caszo de ndo conseguimeos antrar am contato o CEP podera decidir pelo uso da: suas
ampstra: em estudos futuros
4) Vocé tam garantdo o conhecimento dos resultado: obtidos com 2 utilizag3o do s2u martenal brologico e 2
orientagde: quasto 23 :nas meplicagdes, incluindo aconsslhamenso gepetico guando 2plicavel, a gqualguer
tzmpo
5) Vocé tem direito a indemizago caso ocormra dano dacorrents de su2 particspacao na pesquisz por parte do
pesquizador 2 das mstitusgdes envolvidas nas diferantes fases da pesquisa Alem disso, vocé terz direito 2
ressarcimento financeiro caso 0CorTam gasto: gerado: exclusivaments pela sua paricipagdo como voluntario
desta pesquiza, tendo como exemplo 0 transporte @ alimentac3o, estendendo-se 20 paciente & acompankants,
conforme as leis vigentes no pais.
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Folha 22
6) Os riscos fizicos decorrentss da pesquiza sdo apemas 0s causados pela coleta de sangue por puncdo

intravenosa. Poda ocorrer dor @ formag3o de hematoma no local d2 pumg2o. Se isto ocorrer, 2 equipe e:ta
orientada 2 2suardar suza abzorgdo expontinea  utilizar compressas fria: para amerizar a dor local. Alem disto,
b2 o risco de gerar tristeza e ou anatedade davido a perguntas de carater pessoal contidas nos mstrumentos de
avalizgoes usados. Nests caso sera oferecido 2poio peia equipe ervolvida na coleta, & s2 isto n3o for suficiente,
SNUATEMO: e Cont2to com 2 equips madica O pacients ou volurtario que venka participar de:sa pesquisa,
cazo tenha alzum daro decorrente da pesquis2, ndo abre m3o doz 2eu: diveito: de mdenizacdo da acordo com
2: leds vigentes no pass

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

2) Indiretaments, acreditamos gue exts extudo trara como beneficio wm entendimento dos 2spacto: beraditarios
da dizfunc3o eratil e eu tratamento.

) Quaiguer d2do qus posza ser publicado pesteriormerte em revistas cientificas, n3o revelara a snaidentidads.
Entretanto, orgac: governamentzis lizados 2 saude podem solicitar informagde: a rexpeito da pesquisa e
idertidade dos voluntarios nela envolvidos

19) Vocé pods retirar 0 seu consentimento para paxticipar dests estado a gualquer momento, inclusive sem
justificativas e sem qualquer prejuizo para vocs.

11) Voce tera 2 zarantia de receber a resposta 2 qualquer pergunia ou esclarecimento de qualquer duvida 2
respeito dos procedimentos, riscos, bemeficio: e de outras :ituagdes relacionadas com 2 pesquisa e o
procedimento 2 que sera submetido. Qualquer questo 2 rezpaito do estado o de 2ua saude deve ser dingida
a0 Prof Dr. Riccardo Lacchint (EERP) 2 20 Prof Dr Silvio Tuccl Jumior (FMRP). O telefona do Comite de
Etica em Pasquiza da EERP 2 16-3315-3386 (horario de fimcionamento de segurda 2 saxta, das Sha: 17h) e
o endereco 2 Escola de Enfermagem de Ribeirao Preto, Avenida dos Bamdesrantex, 3000, Campus
Universitano - Bairro Monte Alezre, Riber2a Prato - SP - Brazil, CEP: 14040-202.

Eu, , abaixo assimado, declaro
/! fui informsdo em detalkes pelo pesquisador responsavel sobre o3 cbjetives da

queem [
pesquisa, 20s procedimentos que serei submetido, 20s riscos e beneficios, a forma de ressarcimento no
caso de eventuais despesas, bem como a indenizacic quanto por dares decorrentes da pesquisa. Declare
que tenho pleno conbeciments dos direitos e das condigdes que me foram asseguradas e acima
relacionadas. Declaro, aing2, gue concordo mteiraments com 22 condigdes que me foram apresentada: 2 que,

Iivremente, manifesto 2 muinha vontade da participar do refendo projeto.
Ribeir3o Prato, de da

Aszipatura do voluntario Assinatura do investizador testemunha
Responsaveis: Prof Dr. Riccardo Lacchini (FMRP-USP) (Oxx16 3315 3447) e Prof. Dr. Silvio Tucci fumior
(FMRD-USP) (0xx16)
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Anexo 2: indice Internacional de Funcéo Erétil (11EF)

Numero

Projeto “Bases Genéticas da disfungao eretil: Da resposta ao Stress a Producao de Oxido Nitrico™
Indice Intemacional de Funcdo Erétil (ITEF)

Numero do Prontuario HC:

Data:

Estado Civil/Parcerra fixa:

Uso de farmaco estimulante da erecio (tipo/resposta):

Resposta ao caverjet:

Score IIEF: Pré-prostatectonua Pos-prostatectomia Pré-sildenafil Pos-sildenafil

1. Nas ultimas quatro semanas. com que
freqiiéncia vocé foi capaz de ter uma
ere¢io durante uma relagio sexual?

Sem atividade sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

2. Nas ultimas quatro semanas. quando
vocé teve erecdes sexuais com
estimulacio. com que freqiiéncia foram
suas erecdes, duras o suficiente para
penetragio?

Sem estimulacdo sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

3. Nas ultimas quatro semanas. quando
vocé tentou ter relagio sexual com que
freqiiéncia fo1 capaz de penetrar (entrar)
na sua parceira?

Nio tentes ter relagdo sexual

Quase sempre ou sempre

A maiornia das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

4. Nas ultimas quatro semanas, durante
uma relagio sexual com que freqiiéncia
vocé fo1 capaz de manter sua eregio apos
ter penetrado (entrado) na sua parceira?

Nio tentes ter relagdo sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

5. Nas ultimas quatro semanas. durante
uma relagio sexual. o quanto fo1 dificil
para vocé manter sua ere¢io até o fim da
relacido?

Nio tenter ter relago sexual
Extremamente dificil

Muito dificil

Daficil

Pouco dificil

Nio dificil

6. Nas ultimas quatro semanas. quantas
vezes vocé tentou ter relagio sexual?

Nio tentou

1-2 tentativas

3-4 tentativas

5-6 tentativas

7-10 tentativas

11 ou mais tentativas

7. Nas ultimas quatro semanas. quando
vocé tentou ter relacdo sexual com que
freqiiéncia ela foi1 satisfatoria para vocé?

e T T T e P ] [ Lo Lo Lo Lo T e T e e e N e | s L T Tan Tan Tan] e T T an T an Lo
N N e N N S [N S N N e S S s S A N N N N S S S N N S A o S I o S s N N S o S

Nio tentet ter relagido sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca
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8. Nas ultimas quatro semanas. o quanto
vocé aproveitou a relagio sexual?

Nio teve relagio sexual
Aproveitou extremamente
Aproveitou muito
Aproveitou um tanto
Aproveitou muito pouco
Nio aproveitou

9. Nas ultimas quatro semanas. quando
vocé teve estimulacio sexual ou relagio
sexual com qual freqiiéncia vocé teve
uma ejaculacio?

Nio teve estimulacdo sexual ou relagdo sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

10. Nas ultimas quatro semanas. quando
vocé teve estimulacdo sexual ou relagdo
sexual com que freqiiéncia vocé teve a
sensagio de orgasmo com ou sem
ejaculagido?

Nio teve estimulacdo sexual ou relagdo sexual

Quase sempre ou sempre

A maioria das vezes (muito mais que a metade das vezes)
Algumas vezes (aproximadamente a metade das vezes)
Poucas vezes (muito menos que a metade das vezes)
Quase nunca ou nunca

11. Nas ultimas quatro semanas. com que
freqiiéncia vocé tem sentido desejo
sexual?

Quase sempre ou sempre

Freqiientemente (muito mais que a metade do tempo)
Algumas vezes (aproximadamente a metade do tempo)
Poucas vezes (muito menos que a metade do tempo)

e e P e e O P e L T | e T e e e P P N T T
e e S’ e e N N S N N N S S N e N N N S S N N N S N N S S S N N N e N N S S N e N N

Quase nunca ou nunca
Muito alto
12. Nas ultimas quatro semanas. 0 quanto Alto
vocé consideraria o seu nivel de desejo Moderado
sexual? Baixo
Muito baixo ou inexistente
Mutto satisfeito
13. Nas ultimas quatro semanas. de modo Moderadamente satisfeito
geral. o quio satisfeito vocé tem estado Igualmente satisfeito e insatisfeito
com sua vida sexual? Moderadamente insatisfeito
Muito 1nsatisfeito
14. Nas ultimas quatro semanas. de modo ﬁmiﬁmm g
geral. o qudo satisfeito vocé tem estado COlOSEICHD: o
com o seu relacionamento sexual com a Igualmente sansfe:to s m:sansfexto
= Moderadamente insatisfeito
sua parceira’ S e
Muito insatisfeito
Muito alta
15. Nas ultimas quatro semanas. como Alta
vocé consideraria a sua confianga em Moderada
conseguir ter € manter uma eregao? Baixa
Muito baixa

Contato: Laboratorio de Farmacogenética EERP
Telefone 3315 3447 ou 3315 9157
Responsaveis: Guilhermo e Ana Marnia
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Anexo 3 — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

ESCOLA DE ENFERMAGEM DEW
RIBEIRAO PRETO - USP

DADO2 DA EMENDA
Titulc ca Pecquica: Bazes gensticas da cizunclo erdti: da rezposta 30 stress & produgdo de Sxoo nitrico

Pecquicadosr: Siccardo Lacchinl

Area Tematioa: Genétca Humara:
(Trata—se de pesguisa envolvendo Gensdtca Humara gue nio necessis de andize
&tica por parte da CONES;

Vesclo: 3

CAAE: S140851550000.5333

InctuigSo Proponents: Escola de Enfarmagem de RiberSo FPreto - USF
Patroolnador Principal: Srancamento Fropro

DADOS DO PARECER

Numerc do Parecer: 1.470.518

Aprecentagdo do Projeto:

Trata-z2 de EMENDA 30 Frojeto que, onginaramente, pretencia invesSpar as bases genddcas da distungio
erégl, conforme descrio em Parecer antenor deste CEF. Originariamente, eram recrutaces 100C sweitos,
zendo S00 no ambuiatéro de Urcicgia do HC de RibeirSo Freto & cutros SO0, como grupo de Controle, na
PopulagSo de RibeirSo Preto. Pretendia-ze coietar amostra de sangue de cada um dos sujeiios para
anaiizes genddicas & bloguimicas.

A Emenda, conforme dezcnto no item T 03 mais recents versSo do Frojeto, & para que sejam Inciuidas
tambem amostras FREVIAMENTE COLETADAS de pacientes, originarios de ouro 23000 Trate-se 0o
Projeto "Famaccgenética do Tratamento de Controies”, aprovado peic CEF do HCFMRP (oficio 2244 go
ano de 2002). T projeto em de responsabiicade do Frof. Dr. José Tanus do Santos, que ento &, neste
projeto atual, Incluide como colaborador. Naguele Projeto go anc de 2008 houve, como ora mostra ©
pesquisador, 3 colets de amostras entre 0% anos de 20039 & 2012, também em SO0 pacientes & em SO0
membros da poputagio, como controle.

A proposta de emendc, poranio, restringe-s2 ac Uso Jes3as AMOosas jA coletadas, para oferecer “um poder
amostral razosvel Dara NO3 DEMMINr INVestigar poiMmortsmos mals rarcs™

Enderego  BANDUSGANTES 2000

Daroc: VILAMONTE ALEOWE CEF: woeaoam
w: = Musiciplo: MBLRAD PRAETO
Talebone  (|mois e Eortl  cwp ey g S0
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Objetive ca Pecquica:

Seguem oz mesmos GO Projeto anteriorn mvesigar Dases genslicas e bioquimicas que pradizpontam &
distangSo erest.

Avallagdo dos Rkoos o Benefioloc:

Comentarioc o Concideragdes cobre a Pecquica:

© proposto na Emends tem © chiefvo de ampliar 0 aspecto amcstral, a partyr da comparagio com amostras
que & foram colhidas. Serfic a3z amosras submetidas 302 MEIMOZ PAr&metros, savo 3 "availaglo
psigAatrica”. Fortanto, se ampliario as avaliazles bioquimicas e as genetcas sem, em nossa opiniSo,
quaiquer sacrificio &tico.

Congideragles scbre ot Termoec ce aprecentagdo obrigatoria:

Como gocumenios NOVOSs relevanies a0 procedimento etico anexam-s2: 1) a aumn;&ode uso das
amoztras, frmada pelo Pesguizador do Frojeto de 2008; e 2) Pedido de dizpensa de NOVO TCLE psma ©
aproveitamento das amostras do e5tudo anterior. Justica o pedido, basicamente, com a3 impossitiiidade de
comtatar oz suleitos do projeto de 2008, que |3 encerrara™ Fatamento ambulatoral

Recomendaglec:

NSo ha

Conoluclec ou Pencénolac ¢ Licta de inadequaglec:

A Juzsficatva para 3 dispenza 4o TCLE & piausivei, de modo gue, com 3 autorizagdo do pesquizador do
Projeto de 2002, nfc M8 impedimento £2co para 2 amplisglc do espectro da pesquiza, que certaments
asumentars sua efcacia

Concideraglec Finalc a oritério do CEP:

Farecer 3preciado ">d referendum”.

Ecte parscer fol siaborado baceado noc dooumentoc abalxo reisclonados:
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