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RESUMO

FEREZIN, L. P. Associacdo dos polimorfismos dos genes PIK3CA e PIK3CG
com o risco para disfuncao erétil. 2021. 118 f. Tese (Doutorado em Genética) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2021.

A disfuncéo erétil (DE) é definida como uma incapacidade constante de alcancar e
manter a erecao suficiente para uma relacédo sexual satisfatoria. Varios fatores estao
envolvidos no risco e progressdo da DE, como aumento do estresse oxidativo e
reducdo da producao de oxido nitrico (NO). O eixo PI3K-AKT pode afetar véarias vias
de sinalizacdo. Destacamos a fosforilagdo da eNOS-nNOS, ativando essas duas
enzimas e aumentando a producdo de NO. Estudos mostraram o envolvimento da
PI3K em doencas cardiovasculares. Como o papel do 6xido nitrico nessas doencas
€ claro, nos faz pensar que a via da PI3K pode ter grande relevancia celular e
fisiolégica no contexto da DE. Portanto, o objetivo do estudo foi verificar a
associacao dos polimorfismos genéticos nos genes PIK3CA (rs6443624, rs9838411,
rs2699887) PIK3CG (rs342286, rs17398575 e rs1129293) com a disfuncdo erétil e
com os niveis plasmaticos de nitrito. Foram incluidos 288 individuos (139 pacientes
com DEC e 149 voluntérios saudaveis) do ambulatério de urologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Todos os sujeitos tiveram sangue coletado para testes
genéticos e foram entrevistados. A funcéo erétil foi avaliada pelo Questionario do
indice Internacional de Funcdo Erétil (IIEF). A genotipagem foi realizada pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. A andlise estatistica foi realizada
por meio de testes qui-quadrado ou teste de Kruskall-Wallis, seguido pelo teste post-
hoc de Dunn. Para o gene PIK3CA, o haplétipo AGG (P=0,004) apresentou aumento
de risco para DE. No rs9838411, os pacientes com DEC portadores do genétipo GG
apresentaram melhora no score FE do IIEF (P=0,022), resultado confirmado na
analise de regressao linear. No rs6443624, também foi possivel observar que os
pacientes DEC com a presenca do genotipo CC apresentaram uma melhora no
score FE do IlIEF (P=0,027). No gene PIK3CG, apenas o haplétipo AAC
(Pnc=<0,001) os pacientes DEC apresentou um maior risco para DE. No rs17398575
(P=0,026), os pacientes DEC portadores dos genotipos GG/GA apresentaram
valores menores de nitrito, resultados confirmados nas analises de regressao linear

multivariada. Ainda para o gene PIK3CG no rs1129293 (P = 0,062), o grupo controle,



os individuos saudéaveis portadores do gendtipo CC/CT apresentaram valores
maiores de nitrito. Foi possivel concluir que polimorfismos genéticos no gene
PIK3CA (rs6443624 e rs9838411) estdo associados a fungdo erétil, enquanto
polimorfismos genéticos no gene PIK3CG (rs17398575 e rs1129293) estdo

associados aos niveis plasmaticos de nitrito.

Palavras-chave: disfuncéo erétil, polimorfismos genéticos, PI3K, PIK3CA, PIK3CG.



ABSTRACT

FEREZIN, L. P. Association of PIK3CA and PIK3CG gene polymorphisms with
risk for erectile dysfunction. 2021. 118 f. Tese (Doutorado em Genética) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2021.

Erectile dysfunction (ED) is defined as a constant inability to achieve and maintain an
erection sufficient for satisfactory sexual intercourse. Several factors are involved in
the risk and progression of ED, such as increased oxidative stress and reduced
production of nitric oxide (NO). The PI3K-AKT axis can affect multiple signaling
pathways. We highlight the phosphorylation of eNOS-nNOS, activating these two
enzymes and increasing NO production. Studies have shown the involvement of
PI3K in cardiovascular disease. As the role of nitric oxide in these diseases is clear, it
makes us think that the PI3K pathway may have great cellular and physiological
relevance in the context of ED. Therefore, the aim of the study was to verify the
association of genetic polymorphisms in the PIK3CA genes (rs6443624, rs9838411,
rs2699887) PIK3CG (rs342286, rs17398575 and rs1129293) with erectile
dysfunction and with plasma levels of nitrite. It included 288 subjects (139 patients
and 149 healthy volunteers DEC) of the urology clinic at the Ribeirdo Preto Medical
School. All subjects had blood drawn for genetic testing and were interviewed.
Erectile function was assessed using the International Index of Erectile Function
Questionnaire (IIEF). Genotyping was performed by Polymerase Chain Reaction in
Real Time. Statistical analysis was performed using the chi-square test or the
Kruskall-Wallis test, followed by Dunn's post-hoc test. For the PIK3CA gene, the
AGG haplotype showed an increased risk for ED(P=0.004). Regarding rs9838411,
patients with CED with the GG genotype showed an improvement in the IIEF FE
score (P=0.022), a result confirmed in the linear regression analysis. The rs6443624
CC genotype was also associated with an improvement in the IIEF FE
score(P=0.027),. In the PIK3CG gene, only the AAC haplotype (PNC=<0.001) CED
patients presented a higher risk for ED. Regarding rs17398575, DEC patients
carrying the GG/GA genotypes had lower nitrite values(P=0.026), results confirmed
in multivariate linear regression analyses. Also for the PIK3CG gene in rs1129293 (P
= 0.062), the control group, healthy individuals carrying the CC/CT genotype had

higher nitrite values. It was possible to conclude that genetic polymorphisms in the



PIK3CA gene (rs6443624 and rs9838411) are associated with erectile function, while
genetic polymorphisms in the PIK3CG gene (rs17398575 and rs1129293) are

associated with plasma nitrite levels.

Keywords: erectile dysfunction, genetic polymorphisms, PI3K, PIK3CA, PIK3CG.
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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO
1.1 Disfuncdo erétil: conceito, prevaléncia, epidemiologia e tratamento

Em decorréncia do processo de envelhecimento e o aumento da expectativa
de vida, tanto homens, quanto mulheres passam por alteracdes fisioldgicas
importantes que atingem sua sa(de sexual conforme a idade avanca'.
Especificamente individuos idosos do género masculino, dentre as diversas
alteracdes ocorridas pelo avanco da idade, sofrem com reducbes nas erecdes
espontaneas que ndo acontecem de forma &gil como em sua juventude?® Além
disso, os idosos de ambos o0s géneros passam por mudancas fisicas naturais
tornando-os mais vulneraveis a ter conturbacdes e/ou doencas de origem organicas,
como hipertenséo, diabetes, obesidade, doencas cardiacas e pulmonares, doenca
de Parkinson, cancer de prostata, dentre outras, que ocasionam diminui¢do ou perda
de interesse pelas questdes sexuais °.

A incapacidade de atingir e/ou manter uma erecdo peniana suficiente para
uma relacdo sexual satisfatéria é definida como disfuncéo erétil (DE)*. A medida que
a idade dos homens avancam, também é crescente a prevaléncia de DE, aos 40
anos 15% dos homens vivem com algum grau de DE, aos 60 anos essa
porcentagem chega a 45 e aos 70 anos atinge 70%3.

De acordo com o Estudo de Envelhecimento Masculino de Massachusetts
(MMAS), o qual avaliou uma amostra de 1290 homens com idade entre 40 a 70
anos, entre 1987 e 1989, aleatoriamente em 11 cidades do estado de
Massachusetts nos EUA, o envelhecimento aumenta o risco de DE 1,2% ao ano em
homens com idades entre 40-49 anos e aumenta para 4,6% em homens com idade
entre 60-69 anos*. Além disso, 0 MMAS traz que os processos fisioldgicos que
acometem cerca de 40% dos homens com faixa etaria de 40 anos, podem de
alguma forma, terem indicios de DE antes dos 40 anos de idade °.

Mesmo a idade por si s6 seja um importante fator de risco para DE, existem
outros fatores que colaboram de forma cumulativa ao envelhecimento, sdo eles:
hipertensdo, diabetes, hipogonadismo, efeitos colaterais de medicamentos,
sindrome metabdlica, aumento do indice de massa corporal (IMC), colesterol e

diminuicdo da lipoproteina de alta densidade (HDL)®. Além de medicamentos como,



betabloqueadores, diuréticos tiazidicos e medicamentos antidepressivos, podem
caudar DE’.

No Brasil, alguns dados epidemioldgicos, da Pesquisa Nacional de Saude e
Bem-Estar (NHWS) de 2015 com 6.100 individuos com idade média de 43,8 anos,
caracterizam que o Brasil tem uma prevaléncia de 42,1% de homens com DE, a
prevaléncia mais baixa comparada com lItalia, Franca, Alemanha, Espanha, Reino
Unido, Estados Unidos e China®. Porém, no Brasil os homens que apresentam DE
possuem idade mais jovem comparado com a idade dos homens com DE dos
paises citados anteriormente®.

A DE é considerada multifatorial, pois pode ser causada por parametros
organicos (clinicos) ou psicoldgicos, ou ainda, uma associacao entre estes (mista).
As causas que abrangem os parametros psicolégicos sdo ansiedade, distarbios
psiquiatricos (depressao) e desordens interpessoais no relacionamento sexual. Ja a
etiologia orgénica envolve causas vasculares, enddcrinas, neuroldgicas,
manifestacdes urolégicas e associacdo as drogas®. Vale destacar que 70% das
causas de DE é por patologia organica, a origem mais comum é a vascular'®.

Para o diagndstico da DE € necessario um exame fisico que englobe
avaliacbes dos sistemas cardiovascular, neurolégico e genital, para que possa ser
feito o delineamento das possiveis etiologias'’. Para que isso ocorra, 0 primeiro
passo para o diagnéstico de DE é o método clinico, em que consiste em o médico
investigar a queixa principal do paciente com relacéo ao histérico sexual, conflitos no
relacionamento, entre outros, e com isso rastrear estes com os fatores de risco para
DE, para que assim se atente a associar estes fatores com uma possivel etiologia da
DE e posteriormente ser possivel recomendar o melhor tratamento™?.

Além disso, outro meio de avaliacdo da DE é por questionarios avaliativos
multidimensionais, destacando o mais utilizado, o International Index for Erectile
Function (IIEF) ou indice Internacional de Funcdo Erétil, que é composto por 15
guestdes que abrangem cinco dominios (funcdo erétil, funcdo orgdastica, desejo
sexual, satisfacdo no intercurso e satisfacdo geral). Em cada dominio é obtido uma
pontuacdo final, que € a soma das questdes, na qual quanto menores as
pontuacées, menor é a qualidade de vida sexual do individuo™®. O IIEF é um
guestionario que ja foi validado em 32 linguas, podendo ser usado por médicos e

pesquisadores que possuem como objetivo avaliar a eficacia de intervencbes em



ensaios clinicos e terapéuticos. Além disso, é altamente recomendado para uma
avaliacdo diagnodstica para a gravidade da DE™.

Em individuos com a vida sexual ativa, a DE pode ser classificada em cinco
categorias, especificamente sobre o dominio funcdo erétil do IIEF, na qual a

pontuacdo pode variar de 6 a 30, como demostrado na tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo do grau de DE segundo a pontuacdo no dominio funcao

erétil do questionario IIEF.

Categoria Pontuacao
Severa 6 al0
Moderada 11a16
Leve para Moderada 17a21
Leve 22a?25
Sem disfuncao ereétil 26 a 30

Fonte: Azevedo (2017)".

Existem varios tipos de tratamento para DE, dentre eles, injecdes
intracavernosas, medicacao oral, entre outros. Um dos tratamentos mais utilizados
para DE de etiologia organica é um potente inibidor da fosfodiesterase-5 (PDES5), o
sildenafil'®. Porém, apesar do sildenafil ser o farmaco mais utilizado para DE, sua
resposta clinica ao tratamento esta bem inferior as expectativas, estd com uma
média de sucesso de 70%. O insucesso terapéutico em 30% dos pacientes que
usam sildenafil pode ser parcialmente explicado por alguns fatores genéticos que
alteram a via do NO'’.

1.2 O 6xido nitrico (NO) e a disfuncéo erétil

A funcéo erétil é regulada por diversos sistemas do corpo, como neural,
hormonal, mecanico, psicolégico e vascular’®. Para que aconteca de forma
satisfatoria a funcdo sexual masculina, com a sustentacdo e alcance da erecao
peniana, é necessario que haja um equilibrio entre os sinais neurolégicos, um meio
hormonal e a satde psicolégica para que ocorra o fenémeno vascular'®.

Neste fendbmeno vascular ocorre entdo a liberacdo de NO (formado sob a

influéncia da enzima o6xido nitrico sintase — NOS) pelo endotélio (eNOS) e pelos



neurdnios (NNOS), com isso a enzima guanilato ciclase é estimulada formando o
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). A partir disso, as células do musculo liso
relaxam por meio da ativacéo de proteinas quinases'®. Vale ressaltar, para que haja
um funcionamento controlado da funcédo erétil € necessario que o individuo possua
um endotélio vascular saudavel e inervacdo?.

O NO tem um papel importante no aumento do fluxo sanguineo arterial e no
intumescimento do pénis, agindo como um neurotransmissor local, promovendo o
relaxamento das trabéculas intracavernosas®. O NO é produzido a partir de L-
arginina pela NOS, esta que possui trés isoformas: endotelial (eNOS), neuronal
(nNOS) e induzivel (iNOS)?. O NO pode ser liberado por dois mecanismos
importantes, pelas terminagfes nervosas ndo adrenérgicas/ ndo colinérgicas
(NANC) e pelas células endoteliais. O NO é considerado o principal agente relaxante
vasoativo responsavel pelo relaxamento do corpo cavernoso do pénis e do musculo
liso vascular, essencial para o controle da pressdo arterial e para a fisiologia erétil*®.

Ao difundir do endotélio para a célula muscular lisa, o NO causa uma
diminuicdo na concentracao intracelular de calcio, mediada pelo monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc¢), levando ao relaxamento dessa célula. Outro mecanismo de
acdo do NO que também causa uma diminuicdo no nivel de célcio intracelular
mediado pelo monofosfato de adenosina ciclico (AMP¢), é a fosforilacdo direta da
eNOS (Serll77) pela via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que ativa a proteina
guinase B (AKT), resultando na reducdo da dependéncia de calcio e liberacéo

2
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sustentada de NO endotelial®>. A PI3K é responsavel tanto pelo estresse de

cisalhamento quanto pelo aumento do fator de crescimento do fluxo sanguineo 2.

1.3 As fosfatidilinositol — 3 — quinases (PI3Ks) e o 6xido nitrico

As fosfatidilinositol -3 — quinases (PI3K) sdo um conjunto de enzimas que séo
capazes de fosforilar proteinas e lipidios?®>. Um dos mais importantes mecanismos
de sinalizacdo intracelular, e que é extremamente importante na farmacologia,
envolve a producdo de segundos mensageiros como o fosfatidilinositol trifosfato
(P1(3,4,5)P3) a partir de fosfolipidios de membrana. As PI3K participam deste
processo gerando o PIP3 a partir de PI-4,5-P2?°,

O PIP3, por sua vez promove a interacdo entre a proteina serina-treonina

quinase (AKT) e a quinase dependente de fosfatidilinositol (PDK1), esta ultima que



por sua vez participa da ativacdo da AKT ?°. A AKT ativada por sua vez, fosforilara
uma série de diferentes proteinas ativando dezenas de mecanismos intracelulares?®.
Entre as vias de sinalizacdo que séo afetadas pelo eixo PI3K-AKT est4 a fosforilagdo
da eNOS no residuo Ser1177%” % (Figura 1) e fosforilagdo da nNOS no residuo
Ser1412?%*° levando & ativacdo das duas enzimas e maior producéo de NO?°. De
fato, este € um dos mecanismos mais importantes para a regulacdo da funcdo da
eNOS e nNOS?" % e acredita-se ser responsavel pela manutencdo da producéo de
NO necessaria para sustentar a erecdo peniana ap0s a onda inicial de 6xido nitrico
advinda das fibras NANC? ?°. Outro fato que ilustra a importancia da via PI3K / AKT
/ eNOS ou nNOS ¢é o fato de que esta via pode ser estimulada farmacologicamente

levando & erecdo®,

Figura 1- Vias de regulacéo da eNOS, reproduzido de Hess e cols. (2005)*.
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Esta figura evidencia que a via PI3K — AKT estimula a
producéo de 6xido nitrico, através de uma fosforilagdo da
eNOS que aumenta sua atividade.

Diversos estudos tém demonstrado que ha envolvimento da PI3K em doencas
cardiovasculares como diabetes®, hipertrofia cardiaca®, aterosclerose® 3¢,
hipertens&o® e outras como cancer®®. Em algumas dessas doencas, ha um claro
papel do oxido nitrico, o que nos faz pensar que a via PI3K/AKT/eNOS ou nNOS

possa ser de grande relevancia celular e fisiologica no contexto de disfuncao erétil.



1.4 A PI3K e adisfuncéo erétil

Existem poucas informacdes na literatura relacionando a disfuncéo erétil com
o PI3K, apesar do claro envolvimento do PI3K com a regulacdo da producéo do
oxido nitrico. Por isso, vale ressaltar os poucos estudos que trazem essa tematica:
1) foi demonstrado em um modelo de resisténcia a insulina (ratos Zucker), que o
grau de relaxamento vascular induzido tanto por isoprenalina como por insulina
(ambos envolvem a via PI3K) era reduzido por inibidores da PI3K apenas em
animais controle, mostrando que os animais doentes teriam a via da PI3K inibida, o
que possivelmente contribui para a disfuncdo erétil observada nesses animais*. 2)
um novo farmaco experimental chamado FM19G11 promove a fosforilagdo da
Serll1l77 da eNOS por meio do estimulo da via PI3K / AKT / eNOS. Este farmaco
reverteu a disfungdo endotelial tanto em vasos de um modelo animal de disfungéo
erétil, como em corpo cavernoso humano de pacientes com disfuncdo erétil,
corrigindo os efeitos de relaxamento vascular dependentes de endotélio causados
por acetilcolina e insulina que a doenca tinha prejudicado®’.

Essas evidéncias mostram um claro envolvimento da via PI3K / AKT / eNOS
em contextos onde ha disfungdo endotelial, como por exemplo em disfuncéo erétil. E
com isso, é logico pensarmos que fatores genéticos que porventura afetem a funcao
da PI3K podem contribuir para o desenvolvimento da doenca e para o sucesso da

terapia.
1.5 Polimorfismos genéticos do gene PIK3CA e PIK3CG e a disfuncéo erétil

A via de sinalizacéo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / proteina quinase B
(PKB / Akt) € uma das principais vias regulatorias da célula e influencia quase todas
as atividades celulares, incluindo replicacdo, crescimento, metabolismo, movimento
e diferenciacdo®®. A PI3K é dividida em trés classes de enzimas (classes I, Il e IIl),
As PI3Ks da classe | sdo subdivididas em Classe IA e Classe IB, a Classe IA é
composta por um heterodimero entre uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade reguladora (p85), dentre estas existem cinco proteinas homoélogas da
subunidade reguladora p85 (p85a, p55a, p50a, p85B8 e p55y), as trés primeiras

variantes do mesmo gene PIK3R1, e as demais pelo gene PIK3R2 e PIK3R3



respectivamente. Ja as subunidades cataliticas sdo subdivididas em trés variantes
(p110q, p110B e p1100), estas sdo expressas por trés genes separados, PIK3CA
(alvo de estudo deste projeto), PIK3CB e PIK3CD respectivamente. A Classe IB é
composta por uma subunidade reguladora (p101) e por uma subunidade catalitica
(p110y), ambas sdo codificadas por um Unico gene para cada, PIK3CG (alvo de
estudo deste projeto) para p110y e PIK3R5 para p1013%4°. A PIK3CA é expressa em
todas as células, enquanto a PIK3CG é expressa em leucocitos e outros tipos de
células, incluindo células endoteliais e fibroblastos®.

Da mesma forma que existem poucos estudos basicos em modelos animais
envolvendo o PI3K com disfuncdo erétil, uma busca por “PIK3CA polymorphism
erectile dysfunction” e/ ou “PIK3CG polymorphism erectile dysfunction” no site do
Pubmed encontra zero referéncias. Ao passo que isto dificulta um pouco a selecéo
de polimorfismos candidatos, representa uma oportunidade, um vasto territorio a ser
explorado.

Em tese, o efeito que um determinado polimorfismo tem em um determinado
gene pode ser percebido em maior ou menor escala em todas as situacfes nas
guais esse gene participa. A observacado do envolvimento da PI3K em diversos tipos
diferentes de cancer* tem gerado um enorme investimento em descobrir como
mutacOes e polimorfismos nesse gene podem afetar o grau de risco para essa
doenca®® * % Apesar da maioria das mutacdes e polimorfismos do PIK3CA
associados ao cancer gerarem o efeito de ganho de funcdo, especialmente nos

exons 9 e 20% 4

(que no contexto de disfuncdo erétil geraria em tese maior
producdo de NO), muitos dos achados em cancer podem ser relevantes no contexto
cardiovascular.

Com relacdo ao PIK3CG, um estudo recente demonstrou que este gene
contribui para o controle dos niveis de AMPc no sistema cardiaco, além disso, niveis
baixos de PIK3CG em cardiomiécitos, no musculo liso vascular e no endotélio,
destacam a importancia deste gene no controle do tdnus vascular® e na
contratilidade cardiaca *¥ °* °!. Ainda, camundongos, em modelos de hipertenséo
dependente de angiotensina-ll, com perda de funcdo de PIK3CG sao protegidos
contra danos, ou seja, a PIK3CG pode ser considerada um alvo importante para

terapias cardioprotetoras®.



Pensando na hipotese de ambas os genes (PIK3CA e PIK3CG) estarem de
certa forma, indiretamente e diretamente associados ao contexto cardiovascular, e
consequentemente maior producdo de NO, seria de suma importancia investigar
variacbes genéticas destes associados ao contexto de disfuncdo erétil, pois no
passado reiteradamente foi mostrado que alelos associados a maior producao de
NO estavam associados a pior resposta ao sildenafil®® 3. Além disso, é de suma
importancia investigar polimorfismos que poderiam estar ligados a maior risco de
desenvolvimento de disfuncéo erétil e outras doencas cardiovasculares por reduzida
producdo de NO. Alguns polimorfismos de interesse estdo apresentados na Tabela
2, com as respectivas associacdes clinicas.

Vale ressaltar que este estudo € importante, pois a populacdo brasileira é
oriunda de diversas outras populacdes que migraram ao nosso pais. E possivel que
através de efeito fundador, nossa populacdo tenha maiores frequéncias de alelos
variantes de polimorfismos nestas regifes criticas quando comparados a outras
populacdes. Portanto podem existir marcadores que sejam relevantes para a nossa

populacdo que ndo foram estudados anteriormente.



Tabela 2: Polimorfismos escolhidos para este estudo nos genes PIK3CA e PIK3CG

e suas associagdes encontradas na literatura.

Polimorfismo

Tipo de

polimorfismo

Frequéncia
do alelo

variante*

Associacéao

rs6443624 A>C

Tag SNP

0.83

Recorréncia do cancer de
esofago®*, risco para cancer
endometrial®®, relacionado ao
desenvolvimento do cancer de

bexiga®®.

rs9838411 G>A

Tag SNP

0.18

Risco para cancer

endometrial®.

rs2699887 G>A

Tag SNP

0.26

Maior risco de metastase

7
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cerebral®’, sobrevida de

pacientes com cancer

endometrial®.

rs342286 A>G

Tag SNP

0.45

Afeta a agregacao plaquetaria e
causa impacto na gravidade do
sangramento

intraparenquimatoso®®.

rs17398575 G>A

Tag SNP

0.27

Associado a calcificacao da
aorta abdominal infra-renal®®,
aumento do risco de isquemia

em pacientes com doenca

coronariana®.

rs1129293 C>T

Tag SNP

0.67

Efeito significativo ao risco para
Transtorno de déficit de
atencao/ hiperatividade®®,
aumento do risco de isquemia
em pacientes com doenca
coronariana®, associado a

alteracées nos niveis de HDL®%

*Frequéncias obtidas no site http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp usando as frequéncias reportadas pelo
projeto HapMap (grupo étnico CEU).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Verificar influéncia genética no genes PIK3CA e PIK3CG sobre a disfungéo

erétil.

2.2 Objetivos especificos

Verificar a associacdo dos polimorfismos no genes PIK3CA (rs6443624,
rs9838411 e rs2699887) e PIK3CG (rs342286, rs17398575 e rs1129293) com
alteracdes no risco para disfuncao erétil e no score de funcao erétil (IIEF).

Verificar se associacfes determinadas no objetivo anterior também ocorrem

com marcadores da producdo do 6xido nitrico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3. 1 Selecao dos participantes

Foram selecionados 288 individuos para este estudo, dentre eles, 139 com
DE clinica (DEC), do Ambulatério de Urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP), sob a coordenacdo do Prof. Dr. Silvio
Tucci Junior da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (FMRP-USP) e 149 voluntarios saudaveis sem vinculo familiar direto com os
pacientes. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (EERP-
USP) [nGmero do processo: 51408515.9.0000.5393 (ANEXO  A)/
34945120.1.0000.5391 (ANEXO B)].

Os critérios de inclusdo dos pacientes no estudo foram: idade entre 18 e 80
anos; gqueixas envolvendo a atividade sexual; diagndstico médico de DE e resultado
do questionario IIEF com pontuacdo < 26 no dominio FE. Ja os critérios de excluséo
foram: presenca de hipogonadismo; hipotireoidismos; bexiga neurogénica;
ejaculacdo precoce; implantes penianos; acidentes cerebrovasculares; traumas no
sistema nervoso central; e anormalidades anatdmicas, como a doenga de Peyronie.
Os pacientes que foram submetidos a prostatectomia foram excluidos.

Os critérios de inclusdo do grupo controle no estudo foram: idade entre 18 e
80 anos; ndo possuir diagndstico médico de DE; e resultado do questionério IIEF
com pontuacdo = 26 no dominio FE. Os critérios de exclusdo para o grupo controle
foram os mesmos apresentados do grupo paciente acima.

Os pacientes seguiram o esquema diagndstico e terapéutico da rotina habitual
de manejo clinico empregada no Ambulatério de Urologia do HCFMRP. Todos os
voluntarios assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(ANEXO C e ANEXO D) e, ap6s a assinatura, foi aplicado o questionario traduzido
do IIEF e coletado sangue por puncdo venosa em tubos a vacuo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), gel e heparina de sodio, utilizando
procedimentos adequados, para obtencdo de sangue total, soro e plasma,
respectivamente. As amostras foram armazenadas em freezers - 20 °C (sangue
total) e - 80 °C (leucdcitos, soro e plasma). Os mesmos procedimentos de coleta e

armazenamento foram realizados no grupo controle.
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3. 2 Avaliacédo da funcéao erétil

A funcdo erétil de pacientes e controles foi avaliada pela pontuacdo no
dominio FE do IIEF (score FE). Este dominio € composto pelas perguntas de
namero 1 a 5 e a questdao niumero 15 (ANEXO E) do questionério. Neste dominio,
pode-se atingir uma pontuacdo que variar de 0 a 30 pontos, a qual € utilizada para

classificar o grau de DE dos individuos (tabela 1; item 1.1).

3. 3 Anédlises laboratoriais

A partir das amostras de sangue dos pacientes, foram utilizados 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 féormula Friedwald's.

3. 4 Genotipagens

A extracdo do DNA genbmico foi realizada pelo método salting-out (com
purificacdo com fenol-cloroférmio), o qual foi feito a partir de 500 pL de sangue total
das amostras dos pacientes e controles. Foi acrescentado ao sangue 1,5 mL de
solugéo A (Triton X 1%, MgCl, 5 mM, sacarose 0,32 M e Tris-HCI 10 mM pH 8),
seguido por homogeneizacao e incubacdo em gelo por 15 minutos. Em seguida as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 13.000 rpm a 4°C. Apls a
centrifugacéo, os sobrenadantes foram descartados e os tubos foram completados
com solucdo A, homogeneizados e centrifugados novamente. Estes passos foram
repetidos 4 vezes ou mais, até o sobrenadante ficar limpido e obterem-se pellets
(leucécitos), que possuem uma cor branca, dentro dos tubos. Nos pellets foram
adicionados 100 pL de solugéo B 2X (Na,EDTA 20 mM, NaCl 20 mM e Tris-HCI 20
mM) e de 50 pL de solucéo C (preparada no momento do uso - SDS 5%, 25 uL de
solucdo B 2X, 12,5 pL de agua milli-Q e 2,5 pyL de solugédo de proteinase K 20
mg/mL). ApGs esse procedimento os tubos foram deixados em repouso em banho-

maria a 37°C overnight.
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Apos o overnight, foram adicionados aos tubos 50 pL de tris-acido etileno
diamino tetra acético (TE 1X) e 300 pL de fenol, com posterior homogeneizacao por
inversao durante 5 minutos, centrifugacdo por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C, e
coleta da fase superior (aquosa) de cada amostra, que foi transferida para novo
tubo. Aos novos tubos foram adicionados 150 puL de fenol e 150 pL de solucéo
cloroférmio / alcool isoamilico (24:1), seguindo 0s mesmos passos da etapa anterior
descrita acima. Seguiu-se com adi¢cdo de 300 pL de solugéo cloroférmio / &lcool
isoamilico (24:1) e, novamente, 0os passos de homogeneizacdo, centrifugacdo e
transferéncia da fase aquosa das amostras para novos tubos. Apds, observou-se 0
volume obtido de fase aquosa para cada amostra e adicionou-se 1/10 deste volume
de acetato de sédio 3 M pH 5,4 e duas vezes o volume de etanol absoluto gelado (-
20°C) em cada tubo, que foram armazenados em freezer a - 20°C por 2 horas.

Em sequéncia, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos em 14.000g a
4°C e os sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 500 pL de etanol 70%
gelado, com posterior agitacdo e centrifugacao (15 minutos em 14.000g a 4°C) e, em
seguida, descarte dos sobrenadantes. Os tubos contendo DNA foram deixados
abertos e deitados de lado (na capela de exaustdo com a janela fechada) por uma
hora para evaporagcdo do etanol e, depois, foram adicionados 100 puL de TE. As
amostras foram homogeneizadas e deixadas em repouso no banho-maria a 37 °C
overnight. Posteriormente, as amostras de DNA gendmico foram quantificadas no
espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), diluidas
(quando necessério) a 300 ng/uL e armazenadas em freezer a - 20°C. Partindo das
amostras concentradas, foram feitas solugcbes de DNA gendmico a 5 ng/pL para as
analises, que foram armazenadas em geladeira.

Todos os polimorfismos deste estudo, tanto os do gene PIK3CA (rs6443624,
rs9838411 e rs2699887), quanto os do gene PIK3CG (rs342286, rs17398575 e
rs1129293) foram genotipados utilizando ensaios de discriminagéo alélica TagMan -
todas as reacles foram realizadas utilizando técnicas de Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) em tempo real no aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems).

3. 5 Quantificacao de nitrito

O nitrito foi quantificado em amostras de plasma heparina, conforme descrito
em estudos prévios (AZEVEDO et al., 2017; PINHEIRO et al., 2015). Em resumo,
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300 uL de amostras de plasma foram injetados em uma camara preenchida com 8
mL de solucdo de triiodeto acidificada, a qual € borbulhada por fluxo constante de
nitrogénio e conectada a um analisador de 6xido nitrico (Sievers 280i Boulder, CO,
EUA). O nitrito no plasma reage com a solucao de triiodeto formando gas NO, que é
transportado pelo fluxo de nitrogénio para uma camara do aparelho, onde o NO
entra em contato com o0zénio, gerando uma reacado quimioluminescente que é

detectada e quantificada pelo analisador.

3. 6 Inferéncia de haplotipos e andlises estatisticas

A inferéncia dos haplétipos de cada gene foi realizada pelo programa PHASE
2.1. Os possiveis haplétipos para os trés SNPs estudados do gene PIK3CA foram:
CGG, AAG, CGA, AGG, CAG, AAA, AGA, CAA; e do gene PIK3CG foram: AAT,
AAG, AAC, GGT, GAC, AGT, GGC e AGC. Os haplotipos com frequéncia <2% nos
dois grupos foram excluidos das analises estatisticas.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes foram comparadas
entre 0s grupos utilizando-se o teste t ndo pareado, teste Mann Whitney ou teste do
qui-quadrado (x?), quando apropriado. O teste x? também foi utilizado para analisar
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, e para comparar as frequéncias dos
genatipos, alelos e haplotipos dos polimorfismos estudados entre grupos. Os valores
dos scores lIEF poés-tratamento e concentracdes plasmaticas de nitrito foram
comparados entre portadores de diferentes genétipos, alelos e haplétipos através de
teste Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn ou teste Mann Whitney, quando
apropriado.

Os efeitos dos genotipos, alelos e haplétipos sobre as medidas de resposta
ao sildenafil e sobre a qualidade das respostas dos pacientes foram avaliados por
analises de regressdo linear multivariada e de regressdo logistica multivariada,
respectivamente, utilizando o software JMP 5.1.2 (SAS Institute). As variaveis de
importancia clinica idade, IMC, hipertensdo, diabetes, tabagismo e raca foram
incluidas como fatores de confusdo nos modelos de regressao linear e logistica
multivariadas. A fim de obter uma distribuicdo normal, os valores de scores IIEF e
concentragdes plasmaticas de nitrito foram transformados logaritmicamente e, entéo,
incluidos como variaveis dependentes para regressao linear multivariada. Valores de

P<0,05 foram considerados significativos em todas as analises.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Na tabela 3 estdo apresentadas as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
288 individuos que participaram do estudo. Estes sdo compostos por dois grupos:
paciente com DEC (n = 139) e individuos saudaveis (n = 149). As caracteristicas
clinicas dos dois grupos foram muito similares, embora haja diferenca significativa
nas variaveis: idade, pressdo arterial diastélica (PAD), colesterol HDL, glicose,
hipertensao, diabetes, score IIEF e na dosagem de nitrito entre os grupos (P<0,05;
tabela 3).

A idade ser maior no grupo de pacientes com DEC ja era esperado pelo fato
da prevaléncia da DE aumentar com o avanco da idade. Em relacdo a diferenca
estatistica presente na PAD e a dosagem de glicose, também ja eram esperados
devido ao grande numero de pacientes com DEC hipertensos e diabéticos
comparado com o grupo controle, esta informacao € confirmada com a presenca de
uma diferenca estatistica significativa nas variaveis de hipertenséo e diabetes.

Além disso, curiosamente o grupo controle apresentou maiores valores de
colesterol total e baixos valores de HDL comparado com o grupo de pacientes. Isso
pode ser explicado pelo fato dos pacientes ja estarem em contato com algum tipo de
tratamento com medicamentos para dislipidemia, enquanto que os individuos do
grupo controle podem ndo saberem dessa informacdo de possuirem alguma
dislipidemia desconhecida.

Com relacao ao score IIEF, esse resultado ja era esperado, pois o objetivo da
pontuacdo média no dominio funcéo erétil do IIEF é classificar o grau de DE, com
isso, essa diferenca estatistica reafirma a presenca de DE nos pacientes e auséncia
de DE no grupo controle. Ainda, curiosamente o grupo de pacientes apresentou
maiores concentragdes de nitrito comparado com o grupo controle, e mesmo com
maiores concentracées possui uma diminuicdo da funcdo erétil. Este ndo era um

resultado esperado, porém, sera discutido posteriormente.

18



(DEC) e individuos saudaveis (controles).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados: pacientes

Caracteristicas DEC (n=139) Controles (n=149)
Idade (anos) 56 £ 10 48 + 9*
Etnia (brancos/ndo brancos) 74/65 84/64
IMC (Kg/m?) 28,0+ 4,7 28,7+5,.2
Praticam atividade fisica (%) 74 91
Tabagismo (n)
Fumantes 7 11
Ex-fumantes 19 5
N&o fumantes 113 133
Etilismo? (%) 7 11
PAS (mmHg) 138 + 19 135 + 21
PAD (mmHg) 88+ 12 91 + 13*
Colesterol total (mg/dL) 180,0 + 38,8 195,7 £ 46,3
Colesterol HDL (mg/dL) 41,1+9,1 34,9 +9,1*
Colesterol LDL (mg/dL) 110,2+35,4 117,9 £ 35,3
Triglicerideos (mg/dL) 157,2 +110,9 175,7 + 97,8
Glicose (mg/dL) 126,4 £ 54,5 112,1 + 88,4*
Ureia (mg/dL) 33,9+12,2 37,2+9,6
Creatinina (mg/dL) 1,1+0,3 0,9+0,3
Hipertensos (%) 46,7 29,5*
Diabéticos (%) 41,7 10,7*
Score IIEF 9,9+6,9 27,9 +1,5*
Nitrito (M) 195,1 +172,5 133,5 + 71,6*
(n=111) (n=97)

DEC, pacientes com disfuncdo erétil clinica; IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao
arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastdlica; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; IIEF, indice Internacional de Funcdo Erétil. * Consumo de
etanol >30 g/dia. Dados expressos como média + desvio padrdo, valores absolutos ou
frequéncias relativas (%). * P<0,05 versus DEC.

Nas tabelas 4 e 5 estdo apresentadas as distribuicbes dos gendtipos dos
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Controles. As frequéncias observadas dos gendtipos de cada polimorfismo, para
ambos 0s genes, nos dois grupos de estudo nao apresentaram diferencas
significativas em relacéo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, ou seja, confirmam que a
populacdo do estudo esta em equilibrio (todas P >0,05; Tabela 4 e 5).

Ainda, nas tabelas 4 e 5 estdo apresentados os resultados da andlise odds
ratio ndo corrigido e corrigido (regressao logistica), que nos mostra a razao de
chances de um dado evento, no caso, deste estudo a chance para o risco de DE.

N&o foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa.
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Tabela 4 — Regressao logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA estudados

entre os grupos DEC e Controles.

SNP Genotipo DEC Controles Pnc OR¢ (IC) Pc OR¢ (IC)
PIK3CA (n =136) (n=117)
rs6443624 CC 57 (0,42) 48 (0,41) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
AC 60 (0,44) 54 (0,46) 0,806 0,93 (0,55-1,59) 0,055 2,73 0,99 - 7,79)
AA 19 (0,14) 15 (0,13) 0,871 1,07(0,49-2,32) 0,074 0,29 (0,08 — 1,11)
Puw = 0,987 Puw = 1,000
Pnc Geral = 0,936
P. Geral = 0,132
(n=136) (n=118)
rs9838411 GG 61 (0,45) 57 (0,49) - 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
GA 62 (0,46) 56 (0,47) 0,896 1,03(0,62-1,72) 0,683 1,29 (0,37 — 4,29)
AA 13 (0,09) 5 (0,04) 0,103 2,43(0,81-7,25) 0,087 1,00 (0,15 — 7,99)

PHW: 1,000 PHW: 0,989
P.. Geral = 0,255
P. Geral = 0,761
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SNP Genétipo DEC Controles Pnc ORn¢ (IC) Pc OR( (IC)

(n=136) (n=118)
rs2699887 GG 96 (0,71) 79 (0,67) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
GA 38 (0,28) 34 (0,29) 0,766 0,92 (0,53-1,59) 0,448 1,81 (0,41 -9,42)
AA 2 (0,01) 5 (0,04) 0,172 0,33(0,06 -1,74) 0,468 0,38 (0,02 — 4,63)

Puw = 1,000 Phw = 0,983
P.. Geral = 0,388
P. Geral = 0,745

R2=0,33. SNP, single nucleotide polymorphism; P,., valor de P referente a estatistica ndo corrigida; P, valor de P referente a estatistica corrigida; OR, valor
de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; OR., valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confian¢a de 95%; Py, valor de P
referente ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Dados mostrados como n (frequéncias relativas). Modelo corrigido para idade, IMC, diabetes, hipertenséao,

tabagismo e raca.
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Tabela 5 — Regressdao logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos genétipos dos polimorfismos do gene PIK3CG estudados
entre os grupos DEC e Controles.

SNP Gendtipo DEC Controles Pnc ORy¢ (IC) Pc OR¢ (IC)
PIK3CG (n=118) (n =110)
rs342286 AA 58 (0,49) 40 (0,36) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
AG 47 (0,40) 58 (0,53) 0,039 0,56 (0,32-0,97) 0,647 0,79 (0,29 — 2,15)
GG 13 (0,11) 12 (0,11) 0,516 0,74(0,31-1,80) 0,990 1,01 (0,25 - 4,04)

PHW = 0,987 PHW = 0,985
P.. Geral = 0,121
P. Geral = 0,838

(n = 116) (n=111)
rs17398575 GG 79 (0,68) 66 (0,59) - 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
GA 33(0,28) 37 (0,34) 0,312 0,74 (0,42-1,32) 0,971 1,02 (0,26 — 4,27)
AA 4 (0,04) 8 (0,07) 0,158 0,42 (0,12 -1,45) 0,293 0,31 (0,03 — 2,48)

PHW: 0,984 PHW: 0,989

P.. Geral = 0,270
P. Geral = 0,165
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SNP Genétipo DEC Controles Pnc OR¢ (IC) Pc OR¢ (IC)

(n=127) (n=118)
rs1129293 CC 84 (0,66) 64 (0,54) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
CT 37 (0,29) 49 (0,42) 0,043 0,57(0,33-0,98) 0,314 0,52 (0,15 -1,85)
TT 6 (0,05) 5 (0,04) 0,886 0,91 (0,27-3,13) 0,552 1,84 (0,24 — 14,26)

PHW = 0,927 PHW = 0,916
P.. Geral = 0,126
P. Geral = 0,544

R2=0,32. SNP, single nucleotide polymorphism; P,., valor de P referente a estatistica ndo corrigida; P, valor de P referente a estatistica corrigida; OR, valor
de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; OR, valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confianca de 95%; Py, valor de P
referente ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Dados mostrados como n (frequéncias relativas). Modelo corrigido para idade, IMC, diabetes, hipertenséao,
tabagismo e raca.

Nas tabelas 6 e 7 estdo apresentadas as distribuicbes dos haplétipos dos polimorfismos de cada gene PIK3CA e PIK3CG,
respectivamente, nos grupos DEC e Controles e os resultados da analise odds ratio ndo corrigido e corrigido (regressao logistica).
Na tabela 6 foi possivel observar uma diferenca significativa presente no haplétipo AGG (gene PIK3CA), a qual se confirmou na
analise corrigida (P,c = <0,001; P. = 0,004). Individuos que possuem essa heranca do haplétipo AGG podem apresentar menores
chances de risco para DE, comparado com o haplétipo CGG. EO haplétipo AAC (gene PIK3CG) também apresentou um efeito de

protecdo quando comparado ao haplotipo ancestral.
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Tabela 6 — Regresséo logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos haplétipos do gene PIK3CA entre os grupos DEC e

Controles.
SNP Haplotipo DEC Controles Pnc ORy¢ (IC) Pc OR (IC)
PIK3CA (n=279) (n=234)

CGG 131 (0,48) 96 (0,41) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
AAG 87 (0,31) 72 (0,31) 0,559 0,88(0,59-1,33) 0,461 1,37 (0,59 — 3,16)
CGA 42 (0,15) 38 (0,16) 0,419 0,81(0,48-1,35) 0,077 2,45 (0,91 -6,74)
AGG 11 (0,04) 28 (0,12) <0,001* 0,29 (0,14-0,61) 0,004* 0,14 (0,03 - 0,51)
CAG 1 (0,00) - - - - -

AAA 6 (0,02) - - - - -

AGA 1 (0,00) - - - - -

CAA - - - - - -

Pnc Geral = 0,008*
P. Geral = 0,028*

R2=0,33. SNP, single nucleotide polymorphism; P,., valor de P referente a estatistica ndo corrigida; P, valor de P referente a estatistica corrigida; OR, valor
de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; OR., valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confianga de 95%. Dados
mostrados como n (frequéncias relativas). Haplétipos CAG e AGA do gene PIK3CA para o grupo DEC foram excluidos das andlises estatisticas por
possuirem frequéncia <2%. O AAA foi excluido da analise por se apresentar somente nos pacientes DEC. O CAA ndo apareceu para esta populacdo do
estudo. Modelo corrigido para idade, IMC, diabetes, hipertensdo, tabagismo e raga. Uma vez que ndo entraram na analise mais de dois niveis da variavel
“haplétipos”, os valores de P apresentados nas colunas P,. e P. correspondem aos valores de P, Geral e P. Geral.
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Tabela 7 — Regresséo logistica multivariada mostrando a distribuicdo dos haploétipos do gene PIK3CG entre os grupos DEC e

Controles.
SNP Haplotipo DEC Controles Pnc ORy¢ (IC) Pc OR (IC)
PIK3CG (n=223) (n =218)

AGC 114 (0,51) 84 (0,39) - 1,00 (referéncia) - 1,00 (referéncia)
GGC 32 (0,15) 40 (0,19) 0,072 0,59 (0,34-1,01) 0,889 0,92 (0,30 — 2,78)
AGT 22 (0,10) 20 (0,09) 0,608 0,81(0,41-1,58) 0,439 1,78 (0,41 - 7,61)
GGT 19 (0,08) 22 (0,10) 0,227 0,64 (0,32-1,25) 0,087 3,37 (0,83 -13,62)
AAC 9 (0,04) 33 (0,15) <0,001* 0,20 (0,09 -0,44) <0,001* 0,06 (0,01 —0,29)
GAC 22 (0,10) 3(0,01) - - - -

AAT 5 (0,02) - - - - -

GAT - 16 (0,07) - - - -

AAG - - - - - -

P,.. Geral = <0,001*
P. Geral = 0,076

R2=0,35. SNP, single nucleotide polymorphism; P,., valor de P referente a estatistica ndo corrigida; P, valor de P referente a estatistica corrigida; OR, valor
de odds ratio referente a estatistica ndo corrigida; OR., valor de odds ratio referente a estatistica corrigida; IC, intervalo de confianga de 95%. Dados
mostrados como n (frequéncias relativas). Hapl6tipos AAT do gene PIK3CG para o grupo DEC, GAC para o grupo controle foram excluidos das analises
estatisticas por possuirem frequéncia <2%, e os haplétipos GAC e GAT foram excluidos também da analise por ndo se apresentarem nos dois grupos, e o
AAG néo apareceu para esta populacdo do estudo em ambos os grupos. Modelo corrigido para idade, diabetes e tabagismo. Uma vez que ndo entraram na
analise mais de dois niveis da variavel “haplétipos”, os valores de P apresentados nas colunas P,.. e P, correspondem aos valores de P, Geral e P. Geral.
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Para verificar a associacdo da DE com os genotipos dos polimorfismos de
cada gene estudado, foi feita uma analise da associacdo dos genoétipos com a
pontuacdo do dominio FE (funcdo erétil) do IIEF. Nas figuras 2, 3 e 4 entdo
apresentados estes dados, para o gene PIK3CA, divididos em trés modelos de
analise dos gendtipos: modelo aditivo, dominante e recessivo.

Na andlise do modelo aditivo (Figura 2) nao foi possivel observar nenhuma
diferenca estatistica significante, porém na analise do modelo dominante (Figura 3) e
recessivo (Figura 4), o rs9838411 e o0 rs6443624 apresentaram diferencas
estatisticas significantes, respectivamente. Para o rs9838411, os pacientes com a
dominancia do alelo G apresentaram uma melhora no score FE (média AA/AG =
9,546,5; média GG = 11,0+7,4 — classificacdo de DE severa para moderada,
respectivamente), consequentemente, uma classificacdo de DE melhor, comparado
com os gendtipos AA/AG.

Para o rs6443624, na andlise do modelo recessivo (Figura 4), os pacientes
gue apresentam o genotipo CC podem apresentar uma melhora no score FE (média
AA/AC = 9,5+6,4; média CC = 11,0+7,5 — classificacdo de DE severa para
moderada, respectivamente), logo uma melhora na classificacdo da DE, comparado
com o0s gendtipos AA/AC.

Na figura 5 estdo apresentados os dados do score FE versus os haplétipos
dos polimorfismos (rs6443624, rs9838411 e rs2699887) do gene PIK3CA, os quais

nao apresentaram diferenca estatistica significativa.
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Figura 2 — Score FE vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo
DEC (modelo aditivo).
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Valores do score de funcgédo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
pos-teste de Tukey.
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Figura 3 — Score FE vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o0 grupo
DEC (modelo dominante).
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Valores do score de funcdo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrao. Teste T de
Student. * P <0,05 significativo.
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Figura 4 — Score FE vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para 0 grupo
DEC (modelo recessivo).
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Valores do score de funcéo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrdo. Teste T de
Student. * P <0,05 significativo.

Figura 5 — Score FE vs haplétipos do gene PIK3CA para o grupo DEC.
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Valores do score de funcgéo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
pés-teste de Tukey.
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Para uma maior confiabilidade dos resultados dos dados apresentados
anteriormente, foi realizado uma regressdo linear multivariada para todos o0s
modelos (aditivo, dominante e recessivo) e para os haplotipos, mostrando o efeito
dos genotipos dos polimorfismos estudados (rs6443624, rs9838411 e rs2699887) do
gene PIK3CA e seus haplétipos sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos de
pacientes com DEC e controles (tabelas 8, 9, 10 e 11).

Somente na tabela 8 foi possivel observar uma diferenca significativa,
especificamente para o rs9838411, os pacientes que apresentaram o0 genotipo AA
manifestaram uma piora na DE, e ser hipertenso contribuiu ainda mais para esta
afirmacdo. As demais andlises (tabela 9, 10 e 11) ndo apresentaram diferenca

estatistica significativa.
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Tabela 8 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos gendtipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e
Controles (modelo aditivo).

DEC (n = 136) Controles (n =113)
Aditivo Aditivo
Modelo RZ=0,21 R*=0,13
RMSE = 0,29 RMSE = 0,02
B P B P
ldade <-0,01 0,008 <-0,01 0,022
IMC <-0,01 0,913 <-0,01 0,058
Ser hipertenso -0,07 0,017* <-0,01 0,703
Ser diabético -0,02 0,507 <0,01 0,983
Tabagismo
Fumante <-0,01 0,982 <0,01 0,951
Ex-fumante 0,03 0,599 <-0,01 0,573
N&o fumante -0,03 0,554 <0,01 0,367
Raca
Brancos <0,01 0,907 <-0,01 0,335
N&o brancos <-0,01 0,907 <0,01 0,335
PIK3CA B P B P
rs6443624 CcC -0,11 0,252 <-0,01 0,265
AC -0,09 0,129 <0,01 0,973
AA 0,21 0,035 <0,01 0,234
P Global = 0,071 P Global = 0,474
rs9838411 GG 0,19 0,060 <0,01 0,376
AG 0,09 0,192 <-0,01 0,340
AA -0,28 0,011* <-0,01 0,866
P Global = 0,039* P Global = 0,423
rs2699887 GG -0,01 0,842 <0,01 0,998
GA -0,12 0,113 <0,01 0,991
AA 0,14 0,326 <-0,01 0,993
P Global = 0,131 P Global = 0,999

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo.

32



Tabela 9 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos gendtipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e
Controles (modelo dominante).

DEC (n = 136) Controles (n =113)
Dominante Dominante
Modelo R?>=0,16 R*=0,13
RMSE = 0,30 RMSE = 0,02
B P B P
ldade <-0,01 0,009 <-0,01 0,010
IMC <-0,01 0,700 <-0,01 0,061
Ser hipertenso -0,06 0,031 <-0,01 0,629
Ser diabético -0,03 0,318 <0,01 0,944
Tabagismo
Fumante 0,02 0,762 <-0,01 0,931
Ex-fumante 0,02 0,726 <-0,01 0,605
N&o fumante -0,05 0,364 <0,01 0,326
Raca
Brancos <0,01 0,938 <-0,01 0,290
N&o brancos <-0,01 0,938 <0,01 0,290
PIK3CA B P B P
rs6443624 AA 0,03 0,475 <0,01 0,226
CC+AC -0,03 0,475 <-0,01 0,226
rs9838411 GG -0,05 0,097 <-0,01 0,251
AA+AG 0,05 0,097 <0,01 0,251
rs2699887 GG 0,05 0,107 <-0,01 0,807
AA+GA  -0,05 0,107 0,01 0,807

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 10 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e

Controles (modelo recessivo).

DEC (n = 136) Controles (n =113)
Recessivo Recessivo
Modelo R*=0,15 R*=0,12
RMSE = 0,31 RMSE = 0,02
B P B P
ldade <-0,01 0,023 <-0,01 0,020
IMC <0,01 0,922 <-0,01 0,082
Ser hipertenso -0,06 0,033 <-0,01 0,671
Ser diabético -0,02 0,474 <0,01 0,787
Tabagismo
Fumante 0,03 0,725 <0,01 0,927
Ex-fumante 0,02 0,697 <-0,01 0,511
N&o fumante -0,05 0,294 <0,01 0,305
Raca
Brancos <-0,01 0,998 <-0,01 0,397
N&o brancos <0,01 0,998 <0,01 0,397
PIK3CA B P B P
rs6443624 CcC 0,01 0,710 <0,01 0,777
AA+AC <-0,01 0,710 <-0,01 0,777
rs9838411 AA -0,04 0,402 <0,01 0,435
GG+AG 0,04 0,402 <-0,01 0,435
rs2699887 AA 0,10 0,343 <0,01 0,991
GG+GA -0,10 0,343 <-0,01 0,991

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 11 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos do

gene PIK3CA sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e Controles.

DEC (n = 270) Controles (n =113)
Modelo R*=0,15 R*=0,02
RMSE = 0,30 RMSE = 0,14
B P B P
ldade <-0,01 0,002 <0,01 0,253
IMC <0,01 0,869 <-0,01 0,977
Ser hipertenso <-0,01 0,001 <0,01 0,907
Ser diabético -0,02 0,197 <0,01 0,644
Tabagismo
Fumante 0,03 0,608 0,01 0,692
Ex-fumante 0,02 0,708 <-0,01 0,932
N&o fumante -0,04 0,203 <-0,01 0,716
Raca
Brancos <-0,01 0,935 0,01 0,192
N&o brancos <0,01 0,935 -0,01 0,192
PIK3CA B P B P
CGG -0,02 0,566 <-0,01 0,604
AAG -0,05 0,127 <-0,01 0,554
CGA -0,08 0,077 <0,01 0,739
AGG 0,15 0,032 0,01 0,631
P Global = 0,129 P Global = 0,883

R’, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Nas figuras 6, 7 e 8 entdo apresentados os dados do score FE do IIEF versus
0os polimorfismos estudados (rs342286, rs17398575 e rs1129293) para o0 gene
PIK3CG, divididos em trés modelos de analise dos gendtipos: modelo aditivo,
dominante e recessivo. Em todos os modelos analisados nédo foi possivel observar
nenhuma diferenca estatistica significativa.

Na figura 9 estdo apresentados os dados do score FE versus os haplétipos
dos polimorfismos (rs342286, rs17398575 e rs1129293) do gene PIK3CG, os quais
também ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.

Figura 6 — Score FE vs genotipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o0 grupo
DEC (modelo aditivo).
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Valores do score de funcédo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
pos-teste de Tukey.
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Figura 7 — Score FE vs genotipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para 0 grupo
DEC (modelo dominante).
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Valores do score de funcao erétil do IIEF expressos como média + desvio padrao. Teste T de
Student.

37



Figura 8 — Score FE vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para 0 grupo
DEC (modelo recessivo).
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Valores do score de funcdo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrao. Teste T de
Student.

Figura 9 — Score FE vs haplétipos do gene PIK3CG para o grupo DEC.
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Valores do score de funcéo erétil do IIEF expressos como média + desvio padrdo. ANOVA seguida de
pos-teste de Tukey.
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Para uma maior confiabilidade dos resultados dos dados apresentados
anteriormente, foi realizado uma regressdo linear multivariada para todos os
modelos (aditivo, dominante e recessivo) e para os haplotipos, mostrando o efeito
dos genotipos dos polimorfismos estudados (rs342286, rs17398575 e rs1129293)
para o gene PIK3CG e seus haplotipos sobre os valores do score FE do IIEF nos
grupos de pacientes com DEC e controles. Estes dados estdo apresentados nas
tabelas 12, 13, 14 e 15, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
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Tabela 12 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e
Controles (modelo aditivo).

DEC (n = 112) Controles (n = 106)
Aditivo Aditivo
Modelo R*=0,16 R?=0,05
RMSE = 0,31 RMSE = 0,15
B P B P
ldade <-0,01 0,033 <0,01 0,445
IMC <-0,01 0,860 <-0,01 0,988
Ser hipertenso -0,06 0,065 <0,01 0,875
Ser diabético -0,02 0,561 0,01 0,754
Tabagismo
Fumante 0,02 0,775 0,01 0,757
Ex-fumante 0,01 0,857 <-0,01 0,920
N&o fumante -0,04 0,504 <-0,01 0,819
Raca
Brancos <0,01 0,823 0,01 0,511
Nao brancos <-0,01 0,823 <-0,01 0,511
PIK3CG B P B P
rs342286 AA 0,06 0,192 -0,02 0,296
AG <-0,01 0,959 0,01 0,568
GG -0,06 0,343 0,01 0,690
P Global = 0,425 P Global = 0,507
rs17398575 GG 0,08 0,215 -0,01 0,659
GA 0,08 0,354 <0,01 0,769
AA -0,16 0,226 <0,01 0,943
P Global = 0,445 P Global = 0,851
rs1129293 CcC 0,03 0,635 -0,02 0,533
CT <-0,01 0,910 <0,01 0,742
TT -0,02 0,835 <0,01 0,854
P Global = 0,845 P Global = 0,663

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 13 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e

Controles (modelo dominante).

DEC (n = 112) Controles (n = 106)
Dominante Dominante
Modelo RZ=0,14 R*=0,05
RMSE = 0,31 RMSE = 0,15
B P B P
ldade <-0,01 0,022 <0,01 0,418
IMC <-0,01 0,905 <-0,01 0,987
Ser hipertenso -0,06 0,081 <0,01 0,872
Ser diabético -0,02 0,539 0,01 0,754
Tabagismo
Fumante 0,03 0,711 0,01 0,747
Ex-fumante 0,01 0,867 <-0,01 0,922
N&o fumante -0,04 0,434 <-0,01 0,801
Raca
Brancos 0,01 0,685 0,01 0,505
N&o brancos -0,01 0,685 -0,01 0,505
PIK3CG B P B P
rs342286 AA 0,03 0,317 -0,02 0,231
GG+AG -0,03 0,317 0,02 0,231
rs17398575 GG 0,02 0,569 <-0,01 0,567
AA+GA  -0,02 0,569 <0,01 0,567
rs1129293 CC 0,02 0,440 -0,01 0,358
TT+CT -0,02 0,440 0,01 0,358

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 14 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genotipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e

Controles (modelo recessivo).

DEC (n = 112) Controles (n = 106)
Recessivo Recessivo
Modelo R?=0,15 R*=0,02
RMSE = 0,31 RMSE = 0,15
B P B P
ldade <-0,01 0,049 <0,01 0,419
IMC <-0,01 0,894 <-0,01 0,990
Ser hipertenso -0,06 0,045 <0,01 0,866
Ser diabético -0,01 0,625 0,01 0,764
Tabagismo
Fumante 0,03 0,690 <0,01 0,850
Ex-fumante <0,01 0,910 <0,01 0,973
N&o fumante -0,04 0,449 <-0,01 0,766
Raca
Brancos <-0,01 0,942 0,01 0,320
N&o brancos <0,01 0,942 -0,01 0,320
PIK3CG B P B P
rs342286 GG -0,04 0,350 <0,01 0,734
AA+AG 0,04 0,350 <-0,01 0,734
rs17398575 AA -0,11 0,247 <0,01 0,787
GG+GA 0,11 0,247 <-0,01 0,787
rs1129293 TT -0,03 0,692 0,02 0,639
CC+CT 0,03 0,692 <-0,02 0,639

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 15 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos do

gene PIK3CG sobre os valores do score FE do IIEF nos grupos DEC e Controles.

DEC (n = 196) Controles (n =193)
Modelo R*=0,17 R*=0,04
RMSE = 0,29 RMSE = 0,15
B P B P
ldade <-0,01 0,017 <0,01 0,212
IMC <-0,01 0,557 <0,01 0,847
Ser hipertenso -0,08 0,001 <0,01 0,975
Ser diabético -0,02 0,447 <0,01 0,753
Tabagismo
Fumante 0,05 0,397 0,01 0,755
Ex-fumante -0,04 0,478 <-0,01 0,936
N&o fumante -0,01 0,711 <-0,01 0,793
Raca
Brancos <0,01 0,939 0,01 0,170
N&o brancos <-0,01 0,939 <-0,01 0,170
PIK3CG B P B P
AGC -0,01 0,727 -0,03 0,085
GGC -0,07 0,163 <0,01 0,868
AGT <0,01 0,948 0,01 0,685
GGT -0,09 0,129 0,01 0,669
AAC 0,18 0,036 <0,01 0,899
P Global = 0,212 P Global = 0,557

R? parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do lIEF foram logaritmicamente transformados.
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Nas figuras 10, 11 e 12 estdo apresentados os dados da andlise das
concentracfes plasmaticas de nitrito versus os genétipos dos polimorfismos
estudados (rs6443624, rs9838411 e rs2699887) do gene PIK3CA para o grupo DEC,
dividido em trés modelos de analise: aditivo, dominante e recessivo. Estas né&o
apresentaram diferenca estatistica significativa.

Na figura 13 estdo apresentados os dados da andlise das concentragcdes
plasmaticas de nitrito versus os haplétipos dos polimorfismos estudados do gene
PIK3CA para o grupo DEC, os quais também néo apresentaram diferenca estatistica

significativa.

Figura 10 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo
DEC (modelo aditivo).

P =0,788 P =0,524
7004 700-
600 600
S 5001 S 5001
=4
2 400- 2 4004
[o) (=]
= 300 £ 3004
= — = ==
Z 2004 —— =Z 2004 A
0 0
AA AC cc AA AG GG
rs6443624 rs9838411
P=0,784
700
600
S 500
2 400-
[}
E 3004
Z 2004 R
100-
0
AA GA GG
rs2699887

Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pOs-teste de Tukey.
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Figura 11 - Nitrito vs genotipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo

DEC (modelo dominante).

P =0,558 P =0,333
700- 700-
600- 600-
S 5004 S 5001
2 400- =2 4004
.é’ 300 .§ 300-
E 200+ —— § 200+ e e
100 100-
0 ()} .
CCIAC GG
rs6443624 rs9838411
P=0,720
700-
600-
S 5001
2 4004
o
£ 300-
Z 200 :
100- i
0 T
GG AAIGA
rs2699887

Valores de concentracdo plasmética de nitrito expressos como média + desvio padrdo. Teste T de

Student.
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Figura 12 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para 0 grupo
DEC (modelo recessivo).
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Valores de concentracdo plasmética de nitrito expressos como média + desvio padrdo. Teste T de
Student.

Figura 13 - Nitrito vs haplétipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo
DEC.
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Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.
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Nas figuras 14, 15 e 16 estdo apresentados os dados da analise das
concentracbes plasmaticas de nitrito versus os genotipos dos polimorfismos
estudados (rs6443624, rs9838411 e rs2699887) do gene PIK3CA para 0 grupo
Controle, dividido em trés modelos de analise: aditivo, dominante e recessivo. Estas
nao apresentaram diferenca estatistica significativa.

Na figura 17 estdo apresentados os dados da andlise das concentragcdes
plasmaticas de nitrito versus os haplotipos dos polimorfismos estudados do gene
PIK3CA do grupo Controle, os quais também ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa.

Figura 14 - Nitrito vs genotipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo

Controle (modelo aditivo).
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Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.
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Figura 15 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para 0 grupo
Controle (modelo dominante).
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Valores de concentracdo plasmética de nitrito expressos como meédia + desvio padrdo. Teste T de
Student.
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Figura 16 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para 0 grupo
Controle (modelo recessivo).

P = 0,254 P = 0,350
700~ 700-
600~ 600-
S 5004 S 5004
2 4004 2 4004
.§ 300+ .§ 300+
Z 200 2 200-
0 T 0 T
AA/AC cc GGIAG AA
rs6443624 rs9838411
P =0,877
700-
600+
S 500-
2 4001
o
£ 3004
2 200-
100
0 T
GG/GA AA
rs2699887

Valores de concentracdo plasmética de nitrito expressos como média + desvio padrdo. Teste T de
Student.

Figura 17 - Nitrito vs haplétipos dos polimorfismos do gene PIK3CA para o grupo
Controle.
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Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pOs-teste de Tukey.
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Para uma maior confiabilidade dos resultados dos dados apresentados
anteriormente, foi realizado uma regressdo linear multivariada para todos os
modelos (aditivo, dominante e recessivo) e para os haplotipos, mostrando o efeito
dos genotipos dos polimorfismos estudados (rs6443624, rs9838411 e rs2699887) do
gene PIK3CA e seus haplétipos sobre os valores das concentragdes plasmaticas de
nitrito nos grupos de pacientes com DEC e controles (tabelas 16, 17, 18 e 19), os

quais ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
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Tabela 16 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito
nos grupos DEC e Controles (modelo aditivo).

DEC (n = 111) Controles (n = 95)
Aditivo Aditivo
Modelo R*=0,18 R?=0,08
RMSE = 0,24 RMSE =0,18
B P B P
ldade <0,01 0,649 <-0,01 0,468
IMC <-0,01 0,363 <-0,01 0,204
Ser hipertenso 0,09 <0,001 <0,01 <0,001
Ser diabético -0,01 0,574 <-0,01 0,984
Tabagismo
Fumante -0,02 0,717 -0,07 0,183
Ex-fumante 0,08 0,122 0,14 0,058
Nao fumante -0,05 0,205 -0,07 0,114
Raca
Brancos -0,03 0,255 <-0,01 0,979
N&o brancos 0,03 0,255 <0,01 0,979
PIK3CA B P B P
rs6443624 CcC 0,03 0,688 -0,03 0,616
AC 0,03 0,501 -0,02 0,584
AA -0,07 0,402 0,05 0,362
P Global = 0,638 P Global = 0,614
rs9838411 GG -0,09 0,275 0,06 0,341
AG <-0,01 0,991 0,07 0,177
AA 0,09 0,329 -0,13 0,128
P Global = 0,544 P Global = 0,275
rs2699887 GG 0,05 0,681 0,04 0,353
GA -0,02 0,731 0,04 0,381
AA -0,02 0,688 -0,08 0,290
P Global = 0,916 P Global = 0,568

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 17 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos

polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito

nos grupos DEC e Controles (modelo dominante).

Modelo

Idade
IMC
Ser hipertenso
Ser diabético
Tabagismo
Fumante
Ex-fumante
N&o fumante
Raca
Brancos

N&o brancos

PIK3CA
rs6443624 AA
CC+AC
rs9838411 GG
AA+AG
rs2699887 GG
AA+GA

DEC (n = 111) Controles (n = 95)
Dominante Dominante
R°=0,18 R°=0,04

RMSE = 0,23 RMSE =0,18

B P B P
<0,01 0,662 <-0,01 0,682
<-0,01 0,389 <-0,01 0,274
0,09 <0,001 <0,01 <0,001
-0,01 0,594 <0,01 0,873
-0,03 0,637 -0,04 0,411
0,08 0,107 0,09 0,190
0,05 0,234 -0,04 0,262
-0,03 0,230 <-0,01 0,945
0,03 0,230 <0,01 0,945

B P B P
-0,02 0,545 <0,01 0,911
0,02 0,545 <-0,01 0,911
-0,05 0,073 -0,01 0,619
0,05 0,073 0,01 0,619
<-0,01 0,891 <0,01 0,752
<0,01 0,891 <-0,01 0,752

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do

Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.

52



Tabela 18 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genoétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito
nos grupos DEC e Controles (modelo recessivo).

DEC (n = 111) Controles (n = 95)
Recessivo Recessivo
Modelo RZ=0,17 R*=0,07
RMSE = 0,23 RMSE =0,17
B P B P
ldade <0,01 0,701 <-0,01 0,607
IMC <-0,01 0,296 <-0,01 0,201
Ser hipertenso 0,09 <0,001 <0,01 <0,001
Ser diabético -0,02 0,487 <0,01 0,902
Tabagismo
Fumante -0,04 0,521 -0,07 0,210
Ex-fumante 0,08 0,089 0,13 0,065
Nao fumante -0,04 0,305 -0,07 0,111
Raca
Brancos -0,03 0,199 <0,01 0,877
Nao brancos 0,03 0,199 <-0,01 0,877
PIK3CA B P B P
rs6443624 CcC -0,04 0,124 -0,01 0,489
AA+AC 0,04 0,124 0,01 0,489
rs9838411 AA <0,01 0,902 -0,07 0,199
GG+AG <-0,01 0,902 0,07 0,199
rs2699887 AA 0,03 0,697 -0,06 0,287
GG+GA  -0,03 0,697 0,06 0,287

R’ parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 19 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos haplétipos do

gene PIK3CA sobre os valores das concentracdes plasmaticas de nitrito nos grupos

DEC e Controles.

Modelo

ldade
IMC
Ser hipertenso
Ser diabético
Tabagismo
Fumante
Ex-fumante
N&o fumante
Raca
Brancos
N&o brancos
PIK3CA

CGG
AAG
CGA
AGG

DEC (n = 220) Controles (n = 113)
R*=0,16 R%=0,02
RMSE = 0,23 RMSE = 0,14
B P B P
<0,01 0,641 <-0,01 0,602
<-0,01 0,068 <-0,01 0,073
0,09 <0,001 <0,01 <0,001
-0,01 0,392 <0,01 0,869
-0,03 0,557 -0,04 0,203
0,07 0,035 0,09 0,040
-0,04 0,120 -0,05 0,079
-0,03 0,074 <-0,01 0,780
0,03 0,074 <0,01 0,780
B P B P
-0,01 0,676 <-0,01 0,836
0,03 0,279 <-0,01 0,909
<-0,01 0,818 -0,02 0,393
-0,01 0,812 0,03 0,381

P Global = 0,661

P Global = 0,802

R? parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do lIEF foram logaritmicamente transformados.
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Nas figuras 18, 19 e 20 estdo apresentados os dados da andlise das
concentracfes plasmaticas de nitrito versus os genétipos dos polimorfismos
estudados (rs342286, rs17398575 e rs1129293) do gene PIK3CG para 0 grupo
DEC, dividido em trés modelos de analise: aditivo, dominante e recessivo. Nas
figuras 18 e 19, ndo foi possivel observar a presenca de diferenca estatistica
significativa.

Na figura 20, o polimorfismo rs17398575 apresentou uma diferenca estatistica
significativa, onde o0s pacientes com o0 genétipo GG/GA mostraram menores
concentragcfes plasmaticas de nitrito comparado com os pacientes de genoétipo GG.
O mesmo ocorreu para o polimorfismo rs129293, pacientes com o genoétipo CC/CT
apresentaram menores valores de concentracdes plasmaticas de nitrito comparado
com os pacientes de genoétipo TT.

Na figura 21 estdo apresentados os dados da andlise das concentracdes
plasmaticas de nitrito versus os haplotipos dos polimorfismos estudados do gene
PIK3CG para o grupo DEC, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa.
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Figura 18 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo
DEC (modelo aditivo).
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Valores de concentracdo plasmética de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pOs-teste de Tukey.
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Figura 19 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para 0 grupo
DEC (modelo dominante).
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Valores de concentracéo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. Teste T de
Student.
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Figura 20 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo
DEC (modelo recessivo).
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Valores de concentrac@o plasmética de nitrito expressos como média + desvio padrdo. Teste T de
Student.

Figura 21 - Nitrito vs haplétipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo
DEC.
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Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.
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Nas figuras 22, 23 e 24 estdo apresentados os dados da analise das
concentracbes plasmaticas de nitrito versus o0s genotipos dos polimorfismos
estudados (rs342286, rs17398575 e rs1129293) do gene PIK3CG para o grupo
Controle, dividido em trés modelos de analise: aditivo, dominante e recessivo. Estas
nao apresentaram diferenca estatistica significativa. Porém vale ressaltar, para o
modelo recessivo de analise (Figura 24), o rs1129293 apresentou uma tendéncia (P
= 0,062) para uma possivel diferenca estatistica significativa.

Na figura 25 estdo apresentados os dados da analise das concentracdes
plasmaticas de nitrito versus os haplétipos dos polimorfismos estudados do gene
PIK3CG do grupo Controle, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa.

Figura 22 - Nitrito vs genétipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo
Controle (modelo aditivo).
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Valores de concentracdo plasmatica de nitrito expressos como média + desvio padrdo. ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.
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Figura 23 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo

Controle (modelo dominante).
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Figura 24 - Nitrito vs gendtipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo

Controle (modelo recessivo).
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Figura 25 - Nitrito vs hapl6tipos dos polimorfismos do gene PIK3CG para o grupo

Controle.
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seguida de pOs-teste de Tukey.
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Para uma maior confiabilidade dos resultados dos dados apresentados
anteriormente, foi realizado uma regressdo linear multivariada para todos os
modelos (aditivo, dominante e recessivo) e para os haplotipos, mostrando o efeito
dos genotipos dos polimorfismos estudados (rs342286, rs17398575 e rs1129293) do
gene PIK3CG e seus haplétipos sobre os valores das concentracdes plasmaticas de
nitrito nos grupos de pacientes com DEC e controles (tabelas 20, 21, 22 e 23).

Na tabela 20 o rs17398575 apresentou diferenca estatistica em todos os
genadtipos, mostrando que tanto o gendtipo GG (P = 0,046) e o GA (P = 0,024)
podem estar associados com uma diminuicdo das concentracbes plasmaticas de
nitrito, enquanto que o gendtipo AA (P = 0,015) apresentou uma caracteristica
inversa, ou seja, estd associado a um aumento dos niveis plasmaticos de nitrito.
Vale ressaltar que ser hipertenso para esses dados, contribui de forma positiva.

Na tabela 22, o rs17398575 apresenta hovamente uma diferenca estatistica
significativa na andlise do modelo recessivo, confirmando que realmente os
individuos que apresentam o gendtipo AA (P = 0,040), podem manifestar maiores
niveis plasmaticos de nitrito comparado com os genoétipos GG/GA, com o fator “ser
hipertenso” contribuindo de forma positivo para esse dado.

Nas demais tabelas (21 e 23) as analises ndo apresentaram nenhuma
diferenca estatistica significativa.
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Tabela 20 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito

nos grupos DEC e Controles (modelo aditivo).

DEC (n =88) Controles (n = 86)
Aditivo Aditivo
Modelo R?=0,33 R?=0,12
RMSE = 0,22 RMSE = 0,17
B P B P
ldade <0,01 0,633 <-0,01 0,965
IMC <-0,01 0,618 <-0,01 0,425
Ser hipertenso 0,09 <0,001* <0,01 <0,001
Ser diabético -0,02 0,314 0,04 0,416
Tabagismo
Fumante -0,02 0,748 <-0,01 0,912
Ex-fumante 0,09 0,092 0,09 0,189
Nao fumante -0,07 0,099 -0,08 0,055
Raca
Brancos -0,04 0,147 <0,01 0,937
Nao brancos 0,04 0,147 <-0,01 0,937
PIK3CG B P B P
rs342286 AA -0,05 0,165 -0,02 0,453
AG 0,05 0,142 -0,02 0,503
GG <-0,01 0,971 0,04 0,311
P Global = 0,167 P Global = 0,596
rs17398575 GG -0,11 0,046* 0,04 0,207
GA -0,14 0,024* -0,02 0,602
AA 0,25 0,015* -0,02 0,683
P Global = 0,049* P Global = 0,377
rs1129293 CcC -0,05 0,373 0,02 0,532
CT -0,08 0,177 0,06 0,079
TT 0,13 0,202 -0,08 0,153
P Global = 0,394 P Global = 0,212

R?, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo.
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Tabela 21 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito

nos grupos DEC e Controles (modelo dominante).

DEC (n = 88) Controles (n = 86)
Dominante Dominante
Modelo R*=0,23 R*=0,08

RMSE = 0,23 RMSE =0,17

B P B P
ldade <0,01 0,525 <0,01 0,933
IMC <-0,01 0,373 <-0,01 0,293
Ser hipertenso 0,09 0,001 <0,01 <0,001
Ser diabético -0,02 0,413 0,04 0,428

Tabagismo
Fumante -0,02 0,765 -0,02 0,716
Ex-fumante 0,08 0,138 0,10 0,135
Nao fumante -0,06 0,155 -0,08 0,058
Raca

Brancos -0,06 0,032 <0,01 0,958
N&o brancos 0,06 0,032 <-0,01 0,958

PIK3CG B P B P
rs342286 AA -0,04 0,180 <-0,01 0,994
GG+AG 0,04 0,180 <0,01 0,994
rs17398575 GG -0,02 0,510 0,03 0,109
AA+GA 0,02 0,510 -0,03 0,109
rs1129293 CC <-0,01 0,869 -0,02 0,416
TT+CT  <0,01 0,869 0,02 0,416

R’, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados.
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Tabela 22 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos genétipos dos
polimorfismos estudados sobre os valores das concentracdes plasméticas de nitrito

nos grupos DEC e Controles (modelo recessivo).

DEC (n = 88) Controles (n = 86)
Recessivo Recessivo
Modelo R?=0,17 R*=0,09

RMSE = 0,23 RMSE = 0,17

B P B P
ldade <0,01 0,840 <-0,01 0,694
IMC <-0,01 0,589 <-0,01 0,510
Ser hipertenso 0,09 <0,001* <0,01 <0,001
Ser diabético -0,02 0,386 0,04 0,406

Tabagismo
Fumante -0,04 0,576 <-0,01 0,978
Ex-fumante 0,10 0,064 0,07 0,289
Nao fumante -0,07 0,129 -0,07 0,104
Raca

Brancos -0,03 0,249 <0,01 0,937
N&o brancos 0,03 0,249 <-0,01 0,937

PIK3CG B P B P
rs342286 GG <-0,01 0,935 0,04 0,210
AA+AG  <0,01 0,935 -0,04 0,210
rs17398575 AA 0,15 0,040* -0,02 0,549
GG+GA -0,15 0,040* 0,02 0,549
rs1129293 TT 0,11 0,142 -0,07 0,085
CC+CT -0,11 0,142 0,07 0,085

R’, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do IIEF foram logaritmicamente transformados. * P <0,05 significativo.
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Tabela 23 — Regressao linear multivariada mostrando o efeito dos haplotipos do

gene PIK3CG sobre os valores das concentracdes plasmaticas de nitrito nos grupos

DEC e Controles.

Modelo

Idade
IMC
Ser hipertenso
Ser diabético
Tabagismo
Fumante
Ex-fumante
N&o fumante
Raca
Brancos
N&o brancos
PIK3CG

AGC
GGC
AGT
GGT
AAC

DEC (n = 151) Controles (n = 157)
R*=0,27 R%=0,06
RMSE = 0,21 RMSE = 0,17
B P B P
<0,01 0,535 <-0,01 0,839
<-0,01 0,204 <-0,01 0,237
0,11 <0,001 <0,01 <0,001
<-0,01 0,686 0,02 0,468
-0,02 0,706 0,01 0,784
0,09 0,027 0,04 0,374
-0,07 0,022 -0,05 0,073
-0,04 0,021 <0,01 0,679
0,04 0,021 <-0,01 0,679
B P B P
-0,01 0,619 <0,01 0,779
0,05 0,245 <-0,01 0,908
-0,12 0,020 -0,05 0,138
0,07 0,182 0,07 0,030
0,01 0,814 -0,02 0,483

P Global = 0,135

P Global = 0,222

R’, parte da variabilidade explicada pelo modelo; RMSE, erro quadratico médio. Os valores do
Score FE do lIEF foram logaritmicamente transformados.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

b)

d)

f)

Os principais resultados obtidos neste estudo foram:

No gene PIK3CA, o haplétipo AGG (referente aos polimorfismos rs6443624,
rs9838411 e rs2699887) apresentou uma diferenca estatistica significativa,
onde foi possivel verificar a presenca de um menor risco para o0
desenvolvimento de DE para os individuos que apresentaram este haplotipo;
Ainda para o gene PIK3CA, na andlise do score FE com os genoétipos dos
polimorfismos estudados, especificamente na analise do modelo dominante,
no polimorfismo rs9838411, os pacientes com DEC com presenca do
gendtipo GG possuem uma melhora na pontuacdo do dominio FE do lIEF
comparado com os pacientes com DEC com presenca do genotipo GA/AA.
Esses resultados foram confirmados na analise de regressdo linear
multivariada para o modelo aditivo, onde os pacientes com DEC com
presenca do genaotipo AA apresentaram uma piora da DE.

N&o foram encontradas associa¢des dos polimorfismos da PIBKCA com nitrito
plasmaético.

No gene PIK3CG, os pacientes DEC que carregam o haplétipo AAC
(referente aos polimorfismos rs342286, rs17398575 e rs1129293) podem
apresentar um menor risco para o desenvolvimento de DE, enquanto que
especificamente para cada polimorfismo estudado para este gene néo foi
possivel observar uma associacao de risco para DE.

Na analise das concentracdes plasmaticas de nitrito com o0s gendétipos,
especificamente no modelo recessivo da andlise, no polimorfismo
rs17398575, os pacientes DEC com presenca dos gendtipos GG/GA
possuem valores menores de nitrito comparado com 0s pacientes com 0
gendtipo AA. Esses resultados foram confirmados nas analises de regresséo
linear multivariada, tanto para o modelo aditivo, quanto para o modelo
recessivo.

Ainda para o gene PIK3CG vale destacar uma associacdo proxima a
significancia presente na analise das concentracdes plasmaticas de nitrito
com o genétipos para 0 grupo controle, especificamente no polimorfismo

rs1129293 (P = 0,062), os individuos saudaveis com a presenca do genaotipo
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CCI/CT apresentaram valores maiores de nitrito comparado com os individuos

saudaveis com a presenca do genotipo TT.

O envolvimento da PI3K ja estd bem estabelecido na literatura no ambito do
contexto de cancer humano: sua hiperatividade por meio da via PI3K/ AKT/ mTOR
traz um efeito de desregulacdo substancial nas funcdes celulares normais,
ocasionando alteracdes celulares, o que pode levar ao desenvolvimento do cancer

humano?28 63 64 65 66; 67; 68; 69

Especificamente o gene PIK3CA participa da
tumorigénese e no processo de desenvolvimento de canceres como um oncogene %
L Além do alto envolvimento da PI3K com pesquisas relacionadas ao cancer,
alguns estudos trazem que a PI3K pode atuar como mediadora a uma contracao
induzida por agonista (Wortmannin e LY294002), em varios tipos de musculo liso’?
374 Outro dado importante é que a expressdo cardiaca especifica da p110a
(codificada pelo gene PIK3CA), quando ativa, aumenta o tamanho do coracao, e se
ocorrer inversamente, a expressdo negativa reduz significativamente o volume
cardiaco’. Portanto, é possivel que resultados observados em cancer sejam
relevantes e transponiveis para o contexto cardiovascular.

Parmar e colaboradores (2013)’°, a fim de investigarem a correlacdo que
poderia existir entre a variagdo genética dentro da via EGFR/ PI3K/ AKT1 com a
ocorréncia de toxicidade associada ao tratamento com EGFRI (inibidor do receptor
do fator de crescimento epidérmico), com cancer colorretal e/ou cancer de pulmao,
avaliaram em 109 pacientes (73 homens e 36 mulheres) os haplétipos referentes
aos polimorfismos rs9831234, rs2699905, rs6443624, rs2677760 e rs2459693 do
gene PIK3CA. Eles observaram uma consistente associacdo dos polimorfismos com
toxicidade cutanea e a sobrevivéncia dos individuos, onde os pacientes portadores
do haplétipo AGCTT apresentaram uma pior sobrevida, porém com menos
toxicidade cutanea. Ainda sugerem que a variacdo genética presente no gene
PIK3CA pode modular a atividade da PI3K. E dificil transpor os resultados desse
estudo ao nosso contexto, ja que dos polimorfismos avaliados no estudo de Pamar,
somente avaliamos o rs6443624 aqui, e nesse caso, 0 haplétipo mencionado
continha o alelo ancestral desse polimorfismo.

Em outro estudo, Li e colaboradores (2015)"", exploraram a relacdo entre os
polimorfismos rs17849071 e rs17849079 do gene PIK3CA com a vulnerabilidade ao

carcinoma hepatocelular em uma populagao chinesa (150 pacientes com carcinoma
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hepatocelular — 89 homens e 61 mulheres), e também encontraram uma possivel
associacdo do haploétipo GT, em que este apresentou um aumento de risco para o
carcinoma hepatocelular. Ou seja, novamente a ideia dos alelos variantes dos
polimorfismos estudados levando a um ganho de funcéo da via. No nosso trabalho
encontramos uma associacdo do haplétipo AGG (referente aos polimorfismos
rs6443624, rs9838411 e rs2699887, combinando os trés alelos variantes de cada
polimorfismo) com um maior risco para o desenvolvimento de DE, ou seja, os
individuos que apresentam este hapl6tipo podem estar mais suscetiveis para
desenvolver a DE, consequentemente uma piora de sua saude sexual. Como
mencionado anteriormente, realmente as variacdes genéticas presentes no gene
PIK3CA, podem modular a atividade da PI3K, modulando sua fungéo.

Segundo Bizhani e colaboradores (2018)%°, o polimorfismo rs6443624
(PIK3CA) pode estar relacionado ao desenvolvimento de cancer de bexiga em uma
amostra da populacao iraniana (235 pacientes com cancer de bexiga — 193 homens
e 40 mulheres; 255 individuos sem céncer como controle — 210 homens e 42
mulheres), especificamente o alelo A, causando um declinio significativo no risco
(CA vs CC: OR = 0,44, IC 95% = 0,30-0,65, P = <0,001; AA vs CC: OR = 0,35, IC
95% = 0,16-0,78, P = 0,010; A vs C: OR = 0,60, IC 95% = 0,46-0,79, P = <0,001)
para desenvolver este tipo de cancer. Em outro estudo’®, pacientes com carcinoma
de células renais que apresentavam o genoétipo AC ou AA para o polimorfismo
rs6443624, mostraram um aumento de duas vezes a mais de risco para a
progressdo da doenca, comparado com o0s pacientes com o gendtipo CC, ou seja,
0s autores concluiram que o rs6443624 esta significativamente associado com a
sobrevivéncia em pacientes com carcinoma de células renais. Se considerarmos que
a proliferacéo celular seria diretamente relacionada a maior funcéo da PI3K, poderia
se sugerir que 0s genotipos variantes levariam a um ganho de funcéo dessa via no
contexto do cancer, o que poderia se reproduzir no contexto da producéo de NO.

Em nosso estudo foi possivel observar uma associacdo presente no
polimorfismo rs6443624, especificamente para a analise do modelo recessivo, com
relacdo a pontuagcdo do dominio FE do IIEF. Os pacientes DEC que possuem 0
genotipo CC apresentaram uma melhora na pontuagdo da FE, comparado com os

gue possuem 0s genétipos AC/AA. De forma interessante, mostramos no passado
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maiores niveis de nitrito em pacientes, quando comparado aos controles (Tabela
1)°°.

Devido a isso, pode-se pensar que 0 genoétipo AA esta causando um ganho
de funcao da via PI3K, uma vez que, ativada (PI3K/ AKT/ eNOS) ha a fosforilacdo da
eNOS?" 28 e consequentemente o aumento da producdo de NO. Uma vez que esta
via pode sofrer dessensibilizacdo quando ativada cronicamente®, é possivel que
uma maior producdo tbnica de NO leve a dessensibilizacdo da via e torne os
pacientes mais suscetiveis a DE. Com isso o0 genoétipo AA aumentando o risco para
DE, tende a diminuir o relaxamento vascular. Este resultado € de suma importancia
para uma possivel orientacdo a estudos que utilizam o gene PIK3CA como um
oncogene, pois é de imprescindivel observar quais consequéncias clinicas a
hiperatividade e/ou inibicdo da PI3K pode causar no individuo. Vale alertar ainda, o
guanto a hiperatividade ou a inibicdo deste gene, ao mesmo tempo beneficiando
determinados canceres do sistema geniturinario, pode provocar piora ou melhora em
sintomas clinicos no desenvolvimento da DE.

Vale ressaltar que especificamente o haplotipo AGG, referente aos
polimorfismos rs6443624, rs9838411 e rs2699887 do gene PIK3CA, e o haplétipo
AAC, referente aos polimorfismos rs342286, rs17398575 e rs1129293 do gene
PI3KCG, apresentaram um menor risco para o desenvolvimento de DE, porém nao
ha na literatura nenhum estudo referente a haplétipos destes genes. O que é
interessante no caso do haplétipo AGG do PI3KCA é o fato de que a Unica diferenca
entre o haplotipo protetor e o ancestral é a troca de A>C correspondente a primeira
posicao, ou seja, 0 rs6443624. O gendtipo CC apresentou maior score FE (Figura 4),
0 que é condizente com o efeito protetor contra a disfuncdo erétil reportado na
avaliacao do haplétipo.

Outro resultado importante que encontramos ainda para o gene PIK3CA foi a
associacdo do score FE do IIEF com o polimorfismo rs9838411 na andlise do
modelo dominante, em que consiste que 0s pacientes com a presenca do genétipo
GG possuem uma melhor pontuacdo no dominio FE comparado com o gendtipo
GA/AA, e isto se confirma apos a analise corrigida dos dados (fatores de confusao:
idade, IMC, diabetes, hipertenséo, tabagismo e raca), onde os pacientes DEC que
apresentaram o genoétipo AA mostraram uma piora da DE. De forma interessante,

na andlise da associagdo desse polimorfismo com a DE, o valor de P € proximo a
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significancia (0.087), com frequéncia numericamente maior desse genotipo nos
pacientes (Tabela 4).

O papel da PI3KCG é diferente da PISKCA, sendo mais relacionado com a
imunidade. Além disso, a PI3Ky é expressa principalmente em leucécitos e células
do sistema cardiovascular e realiza um papel sinalizador de grande importancia nas
respostas inflamatérias®. De fato, em camundongos null-PK3CG o recrutamento de
neutrofilos e macréfagos para sitios inflamatérios € prejudicado, e além disso, as
células dendriticas mostram uma capacidade reduzida em transportar o antigeno
externo para os nédulos linfaticos®® . Ou seja, a inativacdo da PIK3CG, em
camundongos reduz radicalmente as respostas inflamatérias®®. Pela PIK3CG estar
envolvida mais em processos inflamatorios, as associacbes das variaveis de
concentragdo de nitrito plasmatico com os polimorfismos da PIK3CG (descritos a
seguir), fazem sentido quando avaliamos a producdo de NO envolvida nos
processos inflamatérios via INOS (NO sintase induzivel). Considerando estas
guestdes, e o fato de que pacientes tem maiores niveis de nitrito que os controles,
sugerimos que uma porcao importante do nitrito plasmatico pode ter origem
inflamatéria.

Vale ressaltar que a PIK3CG, em varios estudos, vem sendo destacada em
exercer um papel importante no desenvolvimento de doencgas cardiovasculares,
como a aterosclerose, infarto do miocérdio e trombrose® . Por isso ela também
estd expressa em cardiomidcitos, células endoteliais, fibroblastos e células do
musculo liso®”. Com a ativagdo da PIK3CG, devido ao aumento da captacdo de
glicose, pode-se aumentar a sintese de glicogénio cardiaco, como consequéncia do
aumento da contracdo miocérdica, ou seja, a ativacao da PIK3CG é suficiente para
aumentar a oxidacéo de acidos graxos no miocardio®.

Li e colaboradores®, a fim de investigar o papel dos polimorfismos rs1129293
e rs17398575 da PIK3CG na capacidade de resposta do paciente ao clopidogrel
(antagonista do receptor de ADP que inibe a agregacgéo plaquetaria) para avaliar 0s
riscos de isquemia em pacientes com doenca cardiaca coronariana (DCC). Foram
avaliados 513 pacientes com DCC, divididos em dois grupos, os resistentes ao
clopidogrel (CR — 79 homens e 22 mulheres) com taxas de agregacao plaguetaria
>70% e os sensiveis ao clopidogrel (CS — 320 homens e 92 mulheres) com taxas de

agregacdo plaquetaria <70%. Os resultados trazem que 0s pacientes com o
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gendtipo TT do rs1129293 e gendtipo GG do rs17398575 apresentaram maior risco
de ocorréncia de isquemia em comparag¢do com 0s outros genotipos, além disso, 0s
gendtipos CT+TT do rs1129293 e GA+GG do rs17398575 podem ser fatores de
risco para CR.

No presente estudo, para o PIK3CG, no polimorfismo rs17398575, os
pacientes com DEC que apresentaram o genotipo GG/GA mostraram valores
menores de concentracfes plasmaticas de nitrito comparado com o0 gendtipo AA.
Ainda, vale destacar, que em contrapartida, no grupo controle para o polimorfismo
rs1129293 foi possivel observar uma associagdo proxima a significancia, onde os
individuos saudéaveis que apresentaram o genotipo CC/CT mostraram valores de
concentracfes plasmaticas de nitrito maiores comparado com o genoétipo TT. A
relacdo entre estes gendtipos e o fendtipo cardiovascular ndo € clara. Uma forma de
avaliar seria que se no genétipo AA (rs17398575) e no gendtipo TT (rs1129293) ha
maiores valores de concentracdes plasmaticas de nitrito, poderia haver maior
relaxamento dos vasos, mas como ja demonstramos anteriormente, esse efeito
também é susceptivel a dessensibilizacdo da via da guanilato ciclase solavel. Li e
colaboradores® trazem que o genétipo TT (rs1129293) esta associado a aumento
para o risco para isquemia. Isto poderia ser explicado, segundo Hemerich e
colaboradores®®, pelo fato de que o genétipo TT (rs1129293) esta associado &
reducdo do colesterol de lipoproteina de alta intensidade (HDL), e dessa forma seria
prejudicial para a satde cardiovascular®. Mais estudos sdo necessarios para melhor
entender o impacto da funcdo da PI3KCG sobre a producdo endotelial de NO
(eNOS) e sobre a producdo de NO por linfécitos no contexto inflamatério (iNOS).

A miscigenacdo da populacédo brasileira é destacada neste estudo como uma
variavel limitante, pela dificuldade em discutir com estudos que abrangem dada
populacdo especifica de um determinado pais, porém, para minimamente levar em
consideracdo esta variavel em nossas analises, incluimos a variavel “raca” nas
nossas analises de regressao linear e logistica multivariada como um possivel fator
de corregcédo para essa limitagdo. Outra limitagdo importante encontrada para este
estudo foi a dificil comparacdo com outros estudos devido a presenca dos dois
géneros (masculino e feminino), diferente ao nosso que é especifico para a

populacdo masculina. Por fim, ha uma grande escassez na literatura de estudos que
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busquem por investigar as associacfes dos genes deste estudo (PIK3CA e PIK3CG)
com a DE e seu desenvolvimento, apesar de sua importancia destacada.

Por outro lado, citamos como fortalezas do presente estudo, 0s pacientes
deste apresentarem DE de origem clinica, onde a discussdo no ambito de eventos
cardiovasculares fica mais robusta e mais confiavel sobre os mecanismos que
envolvem essa associacdo, além de ser o primeiro estudo a associar variacdes
genéticas do gene PIK3CA e PIK3CG com risco para o desenvolvimento de DE e
niveis plasmaticos de nitrito, avaliando o envolvimento destes genes nos fenotipos
presentes na DE. Porém, ainda hd muito que se explorar nessa area, principalmente
de que forma a responsividade dos tratamentos para DE estéo resultando diante das
variacdes genéticas, especificamente nestes genes (PIK3CA e PIK3CG).
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, concluimos que polimorfismos
genéticos no gene PIK3CA (rs6443624 e rs9838411) estdo associados a funcdo
erétil, enquanto polimorfismos genéticos no gene PIK3CG (rs17398575 e
rs1129293) estdo associados aos niveis plasmaticos de nitrito. Com isso, sugerimos
estudos futuros para um melhor entendimento de como possiveis farmacos que
atuam como inibicAo ou ativacdo destes genes podem diferenciar em suas

responsividades devido as variacfes genéticas.
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ANEXO A

ESCOLA DE ENFERMAGEM DE £~ Plataforma
RIBEIRAO PRETO - USP %aﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Bases genéticas da disfungao erétil: da resposta ao stress a produgéo de 6xido nitrico

Pesquisador: Riccardo Lacchini

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 3

CAAE: 51408515.9.0000.5393

Instituicao Proponente: Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.470.518

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de EMENDA ao Projeto que, originariamente, pretendia investigar as bases genéticas da disfungao
erétil, conforme descrito em Parecer anterior deste CEP. Originariamente, eram recrutados 1000 sujeitos,
sendo 500 no ambulatério de Urologia do HC de Ribeirdo Preto e outros 500, como grupo de Controle, na
Populagado de Ribeirdo Preto. Pretendia-se coletar amostra de sangue de cada um dos sujeitos para
analises genéticas e bioquimicas.

A Emenda, conforme descrito no item 7 da mais recente versao do Projeto, é para que sejam incluidas
também amostras PREVIAMENTE COLETADAS de pacientes, originarios de outro estudo. Trata-se do
Projeto "Farmacogenética do Tratamento de Controles", aprovado pelo CEP do HCFMRP (oficio 2244 do
ano de 2008). Tal projeto era de responsabilidade do Prof. Dr. José Tanus do Santos, que entéo &, neste
projeto atual, incluido como colaborador. Naquele Projeto do ano de 2008 houve, como ora mostra o
pesquisador, a coleta de amostras entre os anos de 2009 e 2012, também em 500 pacientes e em 500
membros da populagdo, como controle.

A proposta de emenda, portanto, restringe-se ao uso dessas amostras ja coletadas, para oferecer "um poder
amostral razoavel para nos permitir investigar polimorfismos mais raros".
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Continuagéo do Parecer: 1.470.518

Objetivo da Pesquisa:

Seguem os mesmos do projeto anterior: investigar bases genéticas e bioquimicas que predisponham a
disfungao erétil.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Seguem os mesmos do parecer anterior.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O proposto na Emenda tem o objetivo de ampliar o aspecto amostral, a partir da comparagdo com amostras
que ja foram colhidas. Serdo as amostras submetidas aos mesmos parametros, salvo a "avaliagao
psiquiatrica". Portanto, se ampliardo as avaliagdes bioquimicas e as genéticas sem, em nossa opiniao,
qualquer sacrificio ético.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Como documentos novos relevantes ao procedimento ético anexam-se: 1) a autorizagdo de uso das
amostras, firmada pelo Pesquisador do Projeto de 2008; e 2) Pedido de dispensa de NOVO TCLE para o
aproveitamento das amostras do estudo anterior. Justifica o pedido, basicamente, com a impossibilidade de
contatar os sujeitos do projeto de 2008, que ja encerraram tratamento ambulatorial.

Recomendagoes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A justificativa para a dispensa do TCLE é plausivel, de modo que, com a autorizagdo do pesquisador do
Projeto de 2008, ndo ha impedimento ético para a ampliagdo do espectro da pesquisa, que certamente
aumentara sua eficacia.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Parecer apreciado "ad referendum".

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS 676896 09/03/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 11:05:45
Outros TCLEdoprojetoantigodaFMRP.doc 09/03/2016 | Riccardo Lacchini Aceito

11:05:08
Outros EMENDApedidoaocepedispensaTCLE. 09/03/2016 |Riccardo Lacchini Aceito
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Continuagéo do Parecer: 1.470.518

Q=

Outros pdf 11:01:50 [Riccardo Lacchini Aceito

Declaragao de autorizacaodeusodeamostraspelopesqui| 09/03/2016 |Riccardo Lacchini Aceito

Pesquisadores sador.pdf 11:00:53

Declaragao de pedidoparausodeamostrasaopesquisado| 09/03/2016 |Riccardo Lacchini Aceito

Pesquisadores r.pdf 10:59:56

Projeto Detalhado / | Projetodisfuncaoeretileerp2015v4emend| 09/03/2016 |Riccardo Lacchini Aceito

Brochura qa.pdf 10:59:05

Investigador

Outros cartaderespostaaoCEP.pdf 04/01/2016 |Riccardo Lacchini Aceito
14:43:18

TCLE / Termos de | TCLErev2.pdf 04/01/2016 |Riccardo Lacchini Aceito

Assentimento / 14:41:43

Justificativa de

Auséncia

Outros autorizacaocoletashcfmrp.pdf 30/11/2015 [Riccardo Lacchini Aceito
09:25:13

Outros justificativanecessidadeutilizacaofutura.p| 29/11/2015 |Riccardo Lacchini Aceito

df 08:56:54

Outros declsubmissaoestudosfuturos.pdf 29/11/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
08:55:50

Outros ORCAMENTO2.pdf 29/11/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
08:53:58

Folha de Rosto folhaderostoprgrandeassinada.pdf 23/11/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
11:18:47

Outros percepcaostress.pdf 29/10/2015 [Riccardo Lacchini Aceito
16:51:02

Outros IEEF.doc 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:49:48

Outros YlmarCorreaNetoAnexoll.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:41:31

Outros SaudeMentaltracking0703.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:41:10

Outros EscalaBECKdeldeacaoSuicida.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:40:43

Outros EscalaBECKdeDesesperanca.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:39:20

Outros entrevistaSCID.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:37:28

Outros ChildhoodTraumaQuestionnaire.docx 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:37:16

Outros Beckdepressao.doc 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:37:04

Outros BEckansiedade.doc 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
16:36:51

Cronograma CRONOGRAMAV1.pdf 29/10/2015 [Riccardo Lacchini Aceito
16:34:03

Outros EncaminhamentoCEPRIiccardo.pdf 29/10/2015 |Riccardo Lacchini Aceito
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Continuagéo do Parecer: 1.470.518

Outros EncaminhamentoCEPRiccardo.pdf 16:29:58 [Riccardo Lacchini | Aceito|

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

RIBEIRAO PRETO, 30 de Margo de 2016

Assinado por:

Claudia Benedita dos Santos
(Coordenador)

Endereco: BANDEIRANTES 3900

Bairro: VILA MONTE ALEGRE CEP:
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Telefone: (16)3315-3386
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ANEXO B

USP - ESCOLA DE
ENFERMAGEM DE RIBEIRAO W"“‘
PRETO DA USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo dos polimorfismos do gene PI3K com a disfungéo erétil e resposta ao
Sildenafil

Pesquisador: Leticia Perticarrara Ferezin

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 3

CAAE: 34945120.1.0000.5391

Instituicao Proponente: Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.952.943

Apresentagao do Projeto:
Trata-se da analise da resposta a pendéncia emitida em parecer nimero 4.900.892.

Objetivo da Pesquisa:

Sem alteragées.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Sem alteragdes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sem alteragdes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foi anexado oficio de encaminhamento e projeto de pesquisa.

Recomendagoes:

O CEP-EERP/USP considera que o protocolo de pesquisa ora apresentado contempla os quesitos éticos
necessarios, estando apto a ser iniciado a partir da presente data de emissao deste parecer.

Em atendimento ao subitem 11.19 da Resolugao CNS 466/2012, cabe ao pesquisador responsavel

Endereco: BANDEIRANTES 3900
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Continuagéo do Parecer: 4.952.943

pelo presente estudo elaborar e apresentar relatérios parcial e final "[...] apés o encerramento da pesquisa,
totalizando seus resultados", em forma de "notificacdao". O modelo de relatério do CEP-EERP/USP se
encontra disponivel em:

http://www.eerp.usp.br/research-comite-etica-pesquisa-relatorio/

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Pendéncia 1: Solicita-se que a pesquisadora harmonize as informagdes referentes a coleta de dados que
constam no resumo e no método do arquivo Projeto.pdf.

Resposta da pesquisadora: As informacdes do resumo foram harmonizadas com as
informacgdes do item “Materiais e métodos” do arquivo “Projeto.pdf”, estas alteragbes estdo
grifadas em amarelo no arquivo “Projeto.pdf” no item “Resumo”.

Pendéncia ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Parecer apreciado ad referendum.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 16/08/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1294662.pdf 16:38:16
Outros Oficioresppendparecer.pdf 16/08/2021 |Leticia Perticarrara Aceito
16:37:42 |[Ferezin

Cronograma Cronograma.pdf 16/08/2021 |Leticia Perticarrara Aceito
15:23:21 | Ferezin

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 12/08/2021 |Leticia Perticarrara Aceito

Brochura 21:52:27 |Ferezin

Investigador

Folha de Rosto Folhaderostonova.pdf 02/06/2021 |Leticia Perticarrara Aceito
00:13:02 | Ferezin

TCLE / Termos de | JustificativaDispensaTCLE.pdf 08/07/2020 |Leticia Perticarrara Aceito

Assentimento / 09:15:30 |Ferezin

Justificativa de

Auséncia

Endereco: BANDEIRANTES 3900
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UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
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Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco

Outros Oficiodeencaminhamentoaocep.pdf 24/06/2020 |Leticia Perticarrara Aceito
13:14:42 [Ferezin

Outros TCLE_Projeto_Maior_Disfuncao_Eretil.p| 24/06/2020 |Leticia Perticarrara Aceito
df 12:59:51 | Ferezin

Outros Projeto_Maior_Disfuncao_Eretil.pdf 24/06/2020 |Leticia Perticarrara Aceito
12:58:37 _[Ferezin

Outros Parecer_consubstanciado_Cep_Projeto | 24/06/2020 |Leticia Perticarrara Aceito
Maior.pdf 12:58:02 | Ferezin

Declaragéo de Autorizacao_de_uso_de_amostras_biorr| 24/06/2020 |Leticia Perticarrara Aceito
Manuseio Material | epositorio.pdf 12:53:27 [Ferezin

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

RIBEIRAO PRETO, 03 de Setembro de 2021

Assinado por:
Rosane Pilot Pessa

(Coordenador(a))
Endereco: BANDEIRANTES 3900
Bairro: VILA MONTE ALEGRE CEP: 14.040-902
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO

Telefone: (16)3315-9197

E-mail: cep@eerp.usp.br
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ANEXO C

indice Internacional de Funcéo Erétil (IIEF)

Nome:

Registo:

O indice Internacional de Func&o Eréctil (IIEF) permite realizar um diagnéstico preditivo da Disfung&o
Eréctil com base na pontuacgado das respostas a quinze questdes sobre os efeitos que problemas
eréteis tenham tido sobre a sua atividade sexual nas Ultimas 4 semanas.

Tenha em consideracdo que quanto mais préxima da sua realidade e mais verdadeira forem as
respostas, melhor sera o resultado do diagnéstico preditivo e melhores seréo as orientagées iniciais do
seu caso especifico. Por favor, preencha com uma cruz a resposta que mais se adequa a cada uma
das questdes. As seguintes definigcBes aplicam-se as questdes colocadas:

- eregdo define-se como 0 aumento e endurecimento do pénis
- estimulagao sexual inclui situagBes como preliminares sexuais, imagens eroticas, etc.

- penetracdo define-se como o ato de introdug&o do pénis na vagina, anus, boca, etc.

- relagbes sexuais definem-se como penetracao sexual da(o) sua(seu) parceira(o)

- atividade sexual inclui penetracdo, caricias, preliminares e masturbacao.

1. Nas ultimas quatro semanas, com
gue frequéncia vocé foi capaz de ter
uma erecdo durante uma relacéo
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 hunca

2. Nas ultimas quatro semanas,
quando vocé teve erecdes sexuais
com estimulacéo, com que frequéncia
foram suas erec¢des, duras o
suficiente para penetracdo?

( ) Sem estimulagéo 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 relacéo
sexual, com que frequéncia foi capaz
de penetrar (entrar) na sua parceira?

do tentei ter relacdo sexual
uase sempre ou sempre

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

()N
()Q
()A
()
()
()

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

sua erecao apos ter penetrado

(entrado) na sua parceira?

( ) N&o tentei 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 hunca

5. Nas ultimas quatro semanas,
durante uma relacéo sexual, o quanto
foi dificil para vocé manter sua erecéo

até o fim darelagao?

( ) N&o tentei ter relagdo sexual
( ) Extremamente dificil

(') Muito dificil

() Dificil

() Pouco dificil

( ) Nao dificil

6. Nas ultimas quatro semanas,
guantas vezes vocé tentou ter relagéo

( ) N&o tentou
() 1-2 tentativas
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sexual?

() 3-4 tentativas

( ) 5-6 tentativas

() 7-10 tentativas

( ) 11 ou mais tentativas

7. Nas ultimas quatro semanas,
quando vocé tentou ter relacéo
sexual, com que frequéncia ela foi
satisfatéria para vocé?

( ) N&o tentei ter relagcdo 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 hunca

8. Nas ultimas quatro semanas, o
guanto vocé aproveitou a relacéo
sexual?

( ) N&o teve relacdo sexual
() Aproveitou extremamente
( ) Aproveitou muito

( ) Aproveitou um tanto

( ) Aproveitou muito pouco
( ) N&o aproveitou

9. Nas ultimas quatro semanas,
quando vocé teve estimulacéo sexual
ou relagdo sexual, com qual
frequéncia vocé teve uma ejaculacéo?

Né&o teve estimulacdo sexual ou relacéo 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,
guando vocé teve estimulagcao sexual
ou relacdo sexual, com que frequéncia

vocé teve a sensacdo de orgasmo
com ou sem ejaculagao?

N&o teve estimulacdo sexual ou relacdo 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

AN AN AN AN AN

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

( ) Quase sempre ou sempre

( ) Frequentemente (muito mais que a metade do tempo)

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

( ) Quase nunca ou hunca

12. Nas ultimas quatro semanas, 0
quanto vocé consideraria o seu nivel
de desejo sexual?

( ) Muito alto
() Alto

( ) Moderado
() Baixo

() Muito baixo ou inexistente

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

() Muito satisfeito

( ) Moderadamente satisfeito

() lgualmente satisfeito ou insatisfeito
( ) Moderadamente insatisfeito

( ) Muito insatisfeito

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

() Muito satisfeito

( ) Moderadamente satisfeito

( ) lgualmente satisfeito ou insatisfeito
( ) Moderadamente insatisfeito

() Muito insatisfeito
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15. Nas ultimas quatro semanas,
como vocé consideraria a sua
confianca em conseguir ter e manter
uma erecao?

()
()
()
()
()

Muito alta
Alta
Moderada
Baixa

Muito baixa

99




