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A disfuncéao erétil (DE) € uma doenga que atinge milhdes de homens em todo o
mundo e tem sua prevaléncia aumentada com a idade. O tratamento via oral mais
utilizado para pacientes com DE é o sildenafil, um inibidor de fosfodiesterase do
tipo 5, que age aumentando niveis de monofosfato ciclico de guanosina,
melhorando assim a fungao erétil. O éxido nitrico (NO) é o principal responsavel
pela dilatacdo dos corpos cavernosos e consequente erecao peniana.
Polimorfismos no gene da enzima sintase de NO endotelial (eNOS) foram
mostrados estarem associados a formacdo de NO e suscetibilidade a DE. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar se marcadores genéticos e bioquimicos
poderiam afetar a resposta ao tratamento com sildenafil em pacientes com DE.
Polimorfismos no gene da eNOS (SNP na regido promotora, T7%C; VNTR no
intron 4, 4b4a; SNP no exon 7, Glu298Asp), marcadores da formacdo de NO
(nitrito no sangue total) e estresse oxidativo (glutationa reduzida, FRAP, TBARS e
proteinas carboniladas) foram utilizados para avaliar uma possivel correlagdo com
resposta terapéutica ao sildenafil em dois estudos. A funcdo erétil de todos
participantes foi avaliada utilizando o questionario indice Internacitonal de Funcao
Erétil (IIEF). No estudo de marcadores genéticos e resposta ao sildenafil foram
selecionados 118 pacientes (63 pacientes com DE pds operatoria e 55 pacientes
com DE clinica) divididos em bons e maus respondedores ao sildenafil de acordo
com a pontuagéo no lIEF. Foi observado neste estudo que a presenca do alelo C
para o polimorfismo T7%C em pacientes com DE pés operatéria, e do alelo 4a
para o polimorfismo 4b4a em pacientes com DE clinica, foi mais frequente em
bons respondedores comparado aos maus respondedores ao sildenafil. Além do
mais, em pacientes com DE péds operatdria, o haplétipo constituido pelos alelos C
4a Glu foi mais comum em bons respondedores comparados aos maus
respondedores ao sildenafil. No estudo de marcadores bioquimicos e resposta ao
sildenafil foram recrutados 44 pacientes e 28 homens saudaveis. Os 44 pacientes
foram divididos em dois grupos: 26 pacientes com DE (grupo DE) e 18 pacientes
com DE e diabetes mellitus do tipo Il (grupo DE/DM). Os resultados do nosso

estudo bioquimico sugerem que baixos niveis de NO em pacientes nos dois
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grupos de DE clinica (grupo DE e grupo DE/DM) sdo benéficos em relacao ao
tratamento com sildenafil nesses pacientes. Além disso, baixo nivel do marcador
antioxidante FRAP mostrou ser melhor para resposta ao sildenafil em pacientes do
grupo DE/DM. Em conclusdo, nossos achados mostram que polimorfismos no
gene da eNOS e marcadores da formacdo de NO e estresse oxidativo estao

associados a resposta ao tratamento com sildenafil em pacientes com DE.

Palavras-chave: Disfuncdo erétil. Oxido nitrico. Estresse oxidativo. Sildenafil.
Farmacogenética.
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Erectile dysfunction (ED) affects millions of men around the world. lts prevalence
increases with age. The most common treatment for patients with ED is sildenafil,
an inhibitor of phosphodiesterase type 5, which acts by increasing levels of cyclic
guanosine monophosphate, thereby improving erectile function. Nitric oxide (NO) is
the mainly responsible for the corpus cavernosum dilatation, and consequent
penile erection. Polymorphisms in the gene of the enzyme NO synthase (eNOS)
have been shown to be associated with the formation of NO and susceptibility to
DE. The objective of this study was to evaluate if genetic and biochemical markers
could affect response to treatment with sildenafil in patients with ED.
Polymorphisms in eNOS gene (SNP in the promoter region, T"%C; VNTR in the
intron 4, 4b4a; SNP in the exon 7, Glu298Asp) and markers of NO formation
(whole blood nitrite) and oxidative stress (reduced glutathione, FRAP, TBARS and
carbonyl) were used to evaluate a possible association with therapeutic response
to sildenafil in two studies. The erectile function of all participants was assessed
using the IIEF questionnaire. In the study of genetic markers and response to
sildenafil were selected 118 patients (63 patients with postoperative ED and 55
patients with clinic ED) divided into good and poor responders to sildenafil
according to IIEF score. It was observed in that study that the C allele for the SNP
T7®C in patients with postoperative ED, and the 4a allele for the VNTR 4b4a in
patients with clinical ED were more common in good responders compared to poor
responders to sildenafil. Moreover, in patients with postoperative ED, the haplotype
consisting of C 4a Glu alleles was more common in good responders compared to
poor responders to sildenafil. In the study of biochemical markers and response to
sildenafil were recruited 44 patients and 28 healthy men. The 44 patients were
divided into two groups: 26 patients with ED (ED group) and 18 patients with ED
and type Il diabetes mellitus (ED/DM group). The results of our biochemical study
suggest that lows level of NO in patients in two clinical groups of DE (DE and
ED/DM groups) are beneficial in the treatment with sildenafil in that patients.
Moreover, low level of the antioxidant FRAP marker showed be better for sildenafil
responsiveness in ED/DM group. In conclusion, our findings show that eNOS gene
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polymorphisms and markers of NO formation and oxidative stress affect the
response to treatment with sildenafil in patients with ED.

Keywords: Erectile dysfunction. Nitric oxide. Oxidative stress. Sildenafil.
Pharmacogenetics.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BR Bons Respondedores ao Sildenafil

DAC Doenca Arterial Coronariana

DCV Doenca Cardiovascular

DE Disfuncéao Erétil

DM Diabetes Mellitus tipo I

eNOS Sintase de Oxido Nitrico Endotelial

EROs Espécies Reativas de Oxigénio

ET-1 Endotelina 1

FE Funcao Erétil

FRAP Potencial Antioxidante de Reducgéo do Ferro
GMP Guanosina Monofosfato

GMPc Monofosfato Ciclico de Guanosina

GSH Glutationa Reduzida

IECA Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina
lIEF Indice Internacional de Funcgao Erétil

Xiv



iINOS

iPDE-5

MR

NANC

nNOS

NO

NOS

PDE

PDE-5

PKC

RPA-1

SNP

TBARS

VNTR

Sintase de Oxido Nitrico Induzida
Inibidor de Fosfodiesterase do tipo 5
Maus Respondedores ao Sildenafil
N&ao Adrenérgica Nao Colinérgica
Sintase de Oxido Nitrico Neuronal
Oxido Nitrico

Sintase de Oxido Nitrico
Fosfodiesterase

Fosfodiesterase tipo 5

Proteina Quinase C

Proteina Repressora de Transcricdo
Polimorfismo de Base Unica
Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico

Numero Variavel de Repeticbes em Tandem

AlIEF-5(%) Delta Percentual do Quinto Dominio do IIEF
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1.1 — Erecéo Peniana e Oxido Nitrico

A eregéo peniana é considerada um fen6meno neurovascular que se inicia
com estimulo neural e finaliza com eventos na vasculatura peniana. O pénis é
formado fundamentalmente pela uretra, por um corpo esponjoso e por dois corpos
cavernosos. O corpo esponjoso envolve a uretra desde o diafragma urogenital até
a glande, sendo esta a expansao do corpo esponjoso. O tecido erétil cavernoso é
composto pelos sinuséides, que sdo multiplos espacos lacunares interconectados
e que tem em seu interior o epitélio vascular e em seu exterior as trabéculas
compostas principalmente de tecido muscular liso. Os corpos cavernosos sao
circundados pela albuginea, que é composta principalmente por fibras de
colageno tipo | e elastina [1] O suprimento sanguineo para o pénis € feito pelas
artérias pudendas internas direita e esquerda, que se ramificam em artérias
cavernosas, enquanto que a drenagem venosa € feita principalmente por trés
sistemas: o superficial que drena o sangue da pele e do subcutaneo, o
intermediario e o profundo que dreman o sangue dos corpos cavernosos [1, 2].

A erecdo peniana inicia-se quando o sistema nervoso central atua
integrando estimulos psicogénicos, tais como desejo, estimulos visuais e tateis, e
inervacdes simpaticas e parassimpaticas do pénis. Os primeiros eventos apds o
estimulo parassimpatico s&o o relaxamento de artérias cavernosas, de seus ramos
helicoidais e do musculo liso trabecular que envolve os sinusoides. Esses eventos
de relaxamento levam a um aumento da complacéncia dos corpos cavernosos e
aumento do fluxo sanguineo no tecido cavernoso por impulso da forca da pressao
arterial. O relaxamento e expansado do tecido erétil levam a um aumento da
pressdo intracavernosa, compressdo e estiramento das veias subtunicas e
emissarias contra a albuginea, que por ser menos complacente dificulta a saida de
sangue do pénis, mecanismo esse chamado de veno-oclusdo que leva a rigidez

peniana [1, 2].

O 6xido nitrico (NO), um gas envolvido em muitos processos bioldgicos,

como relaxamento de musculo liso e controle de agregacdo plaquetaria, é o
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principal responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos
[3]. E formado pelas enzimas 6xido nitrico sintases (NOS): NOS endotelial
(eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzida (iNOS), a partir do aminoéacido L-
arginina [3]. O NO é liberado inicialmente em nervos nao adrenérgicos e nao
colinérgicos (NANC) e células endoteliais. Uma vez liberado, o NO se difunde até
a célula do musculo liso do tecido cavernoso, ativa a enzima guanilato ciclase
soluvel aumentando a producéao de monofosfato ciclico de guanosina (GMPg), que
por sua vez leva a diminuicdo de calcio intracelular, relaxamento das células do
musculo liso, vasodilatacdo e conseqlente tumescéncia peniana [1, 2, 4]. O GMPc
diminui os niveis de ions célcio intracelular por ativar a proteina quinase G (PKG).
A PKG leva ao relaxamento do musculo liso ao bloquear os canais de célcio,
reduzindo entdo a entrada desse ion na célula e aumentando sua saida para o
reticulo sarcoplasmatico, o que resulta no relaxamento do musculo liso cavernoso
mediado por NO. O GMPc é hidrolisado em GMP (guanosina monofosfato) por
acao da fosfodiesterase 5 (PDE-5), promovendo a detumescéncia peniana [1].

Por outro lado, durante o estado de flacidez peniana, ha o predominio da
atividade da inervacao simpatica, principalmente por acdo de noradrenalina e
também por endotelina-1 (ET-1) agindo em receptores ET-A [1, 5], 0 que leva a
uma contracdo arteriolar, dificulta o afluxo sanguineo e mantém baixa a presséo

intracavernosa [1], mantendo assim o estado de flacidez peniana.

1.2 — Disfuncao Erétil

Disfungéo erétil (DE) € definida como a incapacidade de se obter e/ou
manter uma erecao peniana que permita uma relacdo sexual satisfatoria [6]. E
uma condigao clinica que afeta milhdes de homens no mundo todo e tem sua
prevaléncia aumentada com a idade [7]. A DE é atribuivel a duas principais
causas: psicolégicas e organicas, ou ainda pode ter como causa a associagao
entre essas. Entre as causas organicas, a DE de origem vascular é a mais

comum, sendo responsavel pela maioria dos casos [6, 8]. Atualmente a DE vem
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sendo utilizada como um marcador para identificar doengas cardiovasculares
(DCV) silenciosas [8, 9], como a doenca arterial coronariana (DAC), visto que a
incidéncia de DAC e de doenca arterial periférica (DAP) € maior em homens que
apresentam DE [10]. Além do mais, a DE compartilha muitos fatores de risco com
DCV, tais como hipertensédo, tabagismo, obesidade, dislipidemia, diabetes e
alcoolismo, os quais tém como denominador comum a disfuncédo endotelial [10,
11]. Dentre esses fatores, em pacientes com diabetes melittus do tipo II (DM) a DE
pode se manifestar até mesmo antes de outros sintomas da doenga [12, 13].
Somado aos fatores acima mencionados, algumas classes de medicamentos
prescritos  rotineiramente  (diuréticos, anti-hipertensivos, antidepressivos,
hormonios entre outras) podem estar associadas com o surgimento da DE [6].
Além disso, sabendo-se que a erecdo peniana é dependente da integridade
anatdmica e funcional dos componentes envolvidos nos eventos neurovasculares,
fatores que afetam esses componentes podem contribuir também para a
patogénese da DE. Durante a cirurgia de retirada da prostata, denominada
prostatectomia radical, podem ocorrer lesdes de nervos cavernosos, 0 que em
muitos casos leva a DE de causa neurogénica [14]. Imagina-se que a lesao de
Nervosos cavernosos cause um prejuizo na liberacao de NO pelas fibras nervosas
NANC, necessario para a erec¢ao peniana [2, 14]. Sendo assim, a prostatectomia

radical contribui para o numero elevado de pacientes com DE.

1.2.1 — Fatores de risco para Disfuncao Erétil

A maioria dos fatores de risco para DE tem em comum com essa doenga a
disfungdo endotelial. Como ja foi mencionado, o endotélio e o NO s&o de
fundamental importdncia para o mecanismo de erecdao peniana. Apesar da
disfuncao no endotélio ser multifatorial, hoje sabe-se que o estresse oxidativo tem
uma grande contribuicdo para este fenémeno [15, 16].
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Além do estresse oxidativo, outro fator que afeta a biodisponibilidade de NO
[17-21] e tem uma associacdo com DE [22-30] sdo os polimorfismos no gene da
eNOS.

1.2.1.1 — Estresse Oxidativo e Disfuncao Erétil

O estresse oxidativo, classificado como o desequilbrio entre espécies proé-
oxidantes e antioxidantes [15], vem sendo mostrado estar associado a disfungao
endotelial e consequentemente a DE [13, 31, 32]. Ocorre quando células sao
expostas a niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs
sdo formadas durante o metabolismo regular, devido a redugédo univalente da
molécula de oxigénio. As moléculas conhecidas como superoxido (O2) sdo as
mais importantes entre as EROs. Além dos superdxidos existem o perdxido de
hidrogénio (H>O5), o acido perclérico (HOCI) e os peroxinitritos (OONQO"), que séo
outros radicais importantes implicados na fisiopatologia de doencgas vasculares
[33]. O endotélio vascular € a principal fonte para EROs, juntamente com as

plaquetas e leucdcitos [13, 33].

O NO, além de seus diversos papés bioldgicos, € um espécie reativa de
oxigénio, que em condicbes fisiopatoldégicas pode contribuir para o estresse
oxidativo [33]. A interacdo entre NO e EROs é um importante mecanismo
implicado no processo fisiopatoldégico da DE. O NO interage com o superoxido
para formar peroxinitrito, que também causa um relaxamento do musculo liso,
porém é bem menos potente que o relaxamento causado pelo NO, sendo
ineficiente nos tecidos cavernosos e podendo levar a DE. Além disso, o
superoxido também é capaz de reduzir a biodisponibilidade de NO [13, 33],
maneira pela qual também pode contribuir para DE.

Em doengas como DM, o estresse oxidativo esta exacerbado, sendo a causa
de muitos dos sintomas dessa doenca. O DM é considerado um fator de risco
isolado para DE. Geralmente, o estresse oxidativo presente nessa doenca leva a
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uma piora da fungdo endotelial e também causa neuropatia dos nervos
cavernosos em homens diabéticos, sendo esta a possivel causa da presenca
comum da DE em pacientes com DM [34].

1.2.1.2 — Polimorfismos de Oxido Nitrico Sintases e Disfuncao Erétil

Polimorfismos no gene da NOS vem sendo bastante estudados e
associados com DE [22-30], entre outras doencas vasculares [35-44]. Como ja foi
mencionado, dentre as trés isoformas da NOS, a eNOS apresenta polimorfimos

que foram associados com DE.

O gene da eNOS tem 21kb contendo 26 éxons e 25 introns e esta
localizado no cromossomo 7 na posicdo g35-36 (7935-36) [43]. Os polimorfismos
no gene da eNOS mais estudados sao: SNP (Single Nucleotide Polymorphism) T
"%C na regidao promotora; VNTR (Variable Number Tandem Repeat) 4b4a no
intron 4; SNP Glu298Asp no exon 7. O SNP T7%C no promotor, leva a uma
alteracdo de uma timina (T) por uma citosina (C) na posicao 786. Ja foi
demonstrada a funcionalidade deste SNP in vitro, sendo que o alelo C leva a uma
diminuicdo de aproximadamente 50% da atividade transcricional do gene, devido a
criagdo de um sitio de ligacao de uma proteina repressora de transcricdo (RPA-1)
a regiao promotora [45]. Ja foi mostrado também que a presenca do alelo C esté
relacionado a menores niveis de NO derivado de plaqueta [19], e também ja foi
visto que este alelo é mais frequente em pacientes com DE comparado a homens
saudaveis [22, 23]

O polimorfismo do intron 4 da eNOS aparece como repeticdes de 27bp que
ocorrem em numero variavel, adjacentes umas as outras. Existem dois alelos,

alelo 4a e alelo 4b, que sao encontrados com maior frequéncia nas populagées. A
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caracteristica que difere estes alelos uns dos outros € a quantidade de repeticdes
de 27pb, sendo que os individuos portadores do alelo 4a apresentam quatro
repeticdes, enquanto que os individuos portadores do alelo 4b tém cinco destas
repeticdes. Acredita-se que este polimorfismo atue na regulacdo da expressao da
eNOS funcionando como repressor, podendo causar uma diminuicdo ou aumento
da expressao do gene de acordo com o alelo presente. Apesar de nao ter sido
totalmente elucidada a maneira pela qual o polimorfismo do intron 4 age na
atividade e na transcricao da eNOS, estudos mostram que esse polimorfismo esta
possivelmente associado a formacdo de um pequeno RNA que interfere na
expressao do gene da eNOS [46, 47]. Apesar de terem sido realizados varios
estudos para avaliar a suscetibilidade de pacientes com estes polimorfismos a DE
[22, 24, 28, 29, 48, 49], nenhum deles encontrou tal associacdo, somente Erkan e
colaboradores (2006) notaram que individuos com DE e DM, mas n&do aqueles
somente com DE, tinham uma maior frequéncia do alelo 4a [24]

O outro SNP bastante estudado na eNOS localiza-se no éxon 7, consiste na
troca de uma guanina (G) por timina (T) na posicdo 894 do gene, levando a uma
substituicdo de um aminodcido glutamato (Glu) por um aspartato (Asp) na posicao
298 da proteina (Glu298Asp) [43]. Joshi e colaboradores (2007). verificaram que o
variante Asp esta associado a uma menor quantidade de eNOS contida em
cavéolas da membrana plasmatica, sustentando a hipotese de que menores
conteudos de eNOS nessas regides da membrana resultam em atividade
diminuida da enzima [50]. Além do mais, a presenca do alelo Asp também foi
associada a menor quantidade de NO plaquetario [19]. Em relagdo a DE, estudos
em diferentes populagées encontraram que a presenca do alelo Asp leva a
suscebilidade a essa doencga [22, 25-30].

Com base no conhecimento dos marcadores genéticos, a associacdo dos
mesmos incluidos em um haplétipo parece ser uma ferramenta mais precisa na

elucidacdo da susceptibilidade a doencas do que a andlise de marcadores
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genéticos analisados isoladamente. Assim, a associacdo de alguns haplotipos
pode contribuir mais efetivamente para elucidar a susceptibilidade de desenvolver
uma doenga comparado a andlise de marcadores analisados individualmente [51].

N&o existe até 0 momento nenhum trabalho que associou polimorfismos da
NNOS e da iINOS a DE. Apesar disso, alguns trabalhos relacionam polimorfismos
dessas isoformas a outras doencas, entre elas algumas de origem vascular [35,
40].

1.2.2 — Tratamento da Disfuncao Erétil

Até 1998 as unicas formas de tratamento da DE consistiam na aplicacao
intracavernosa ou intrauretral de prostaglandina E{, bombas a vacuo ou protese
peniana [52]. A descoberta dos efeitos positivos do sildenafil em pacientes trouxe
ao mercado a primeira opgao segura e eficaz de tratamento por via oral, o citrato
de sildenafil. Atualmente, entre todos os tratamentos para a DE, o menos invasivo
e preferido entre os pacientes € o tratamento farmacol6gico por via oral [53].

O sildenafil pertence a classe das drogas inibidoras da fosfodiesterase tipo
5 (iPDES5), juntamente com o tadalafil, o vardenafil e o lodenafil, e tem uma
afinidade maior a PDE-5 do que a outros tipos de PDE, como PDE-4 ou PDE-3, o
que explica a sua acao no tratamento da DE, ja que a PDE-5 é a mais presente no
corpo cavernoso [1]. O relaxamento do musculo liso é dependente de GMPc, logo
a acao das PDE-5 favorece o estado contraido das células musculares Com a
inibicdo da PDE-5 pelo sildenafil, ocorre um aumento na quantidade de GMPc
disponivel nas células, maximizando a sinalizagao responsavel pelo relaxamento

do musculo liso [54]
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Embora o sildenafil seja uma das drogas mais utilizadas na pratica clinica
para o tratamento da DE, nem todos pacientes respondem da mesma maneira a
esse iPDE-5. Cerca de 35% dos pacientes que fazem uso do sildenafil ndo tem
uma resposta favoravel a essa droga. Ja na populacéao de pacientes com DE e DM
a porcentagem de pacientes ndo responsivos ao sildenafil chega a 50% [31]
Pacientes com DE portadores do alelo 4a para o VNTR no intron 4 e do alelo Asp
para o0 SNP Glu298Asp do gene da eNOS respondem melhor ao sildenafil
comparado aos portadores dos alelos 4b e Glu, respectivamente [55, 56]. Embora
alguns fatores que pioram a resposta ao sildenafil em pacientes com DE ja tenham
sido descritos, sdo necessarios mais estudos para elucidar as causas das
respostas nao favoraveis a essa droga.
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Hipotetizando que os niveis de NO e o estresse oxidativo podem contribuir
tanto para a severidade de DE quanto para a resposta ao sildenafil durante o
tratamento desta doenca e que a resposta ao sildenafil em pacientes com DE
pode também ser afetada por polimorfismos no gene da eNOS, os objetivos do

presente trabalho foram:

- Primeiro estudo: avaliar se ha associacdo entre resposta ao sildenafil com

polimorfismos no gene da eNOS e haplétipos da eNOS

- Segundo estudo: avaliar se ha correlagdo da resposta ao sildenafil e severidade

da DE com parametros da formacao de NO e de estresse oxidativo.

Objetivos
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CAPITULO 1

ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE
GENOTYPES AND HAPLOTYPES MODIFY THE
RESPONSES TO SILDENAFIL IN PATIENTS WITH
ERECTILE DYSFUNCTION
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Erectile dysfunction (ED) is usually treated with sildenafil. Although genetic
polymorphisms in the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene may
impair endogenous NO formation, there is little information about how
eNOS polymorphisms and haplotypes affect the responses to sildenafil. We
studied 118 patients; 63 patients had ED secondary to radical prostatectomy
(PED) and 55 had organic, clinical ED. eNOS genotypes for three eNOS
polymorphisms (T~ 7%¢C, rs2070744; a variable number of tandem repeats
(VNTR) in intron 4; and Glu298Asp, rs1799983) were determined, and eNOS
haplotypes were estimated using PHASE 2.1. The clinical responses to
sildenafil were evaluated and the patients were classified as good responders
(GR) or poor responders (PR) when their changes in five-item version of
International Index for Erectile Function questionnaire were above or below
the median value. The TC/CC genotypes and the C allele for the T 7#¢C
polymorphism were more common in GR, compared with PR patients with
PED. However, the 4b4a/4a4a genotypes and the 4a allele for the VNTR
polymorphism in intron 4 were more common in GR, compared with PR
patients with clinical ED. The C-4a-Glu haplotype was more common in GR
than in PR patients with PED. Conversely, the T-4b-Asp haplotype was less
common in GR than in PR patients with PED. No other significant differences
were found. Our findings show evidence that eNOS polymorphisms affect
the responses of PED and clinical ED patients to sildenafil.

The Pharmacogenomics Journal advance online publication, 8 November 2011;
doi:10.1038/tpj.2011.49

Keywords: eNOS; erectile dysfunction; haplotype; polymorphisms; prostatectomy; sildenafil

Introduction

Erectile dysfunction (ED) is a very common disorder with organic, psychological
and mixed origins.' However, there is now clear evidence supporting the notion
that ED is a vascular disease affecting the endothelium,? thus explaining how
several cardiovascular risk factors increase the risk of ED.** Although ED may be
due to a neurogenic cause,” it may be a result of injury to the cavernous nerves
following radical prostatectomy.®”

Nitric oxide (NO) is a key mediator involved in penile erection® and this
molecule is produced from L-arginine by different NO synthases (NOS) including
the neuronal (nNOS), endothelial (eNOS) and inducible NOS. Importantly,
impaired NO production by nNOS or eNOS may affect the start and maintenance
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of penile erection."®? Therefore, drugs that improve NO

signaling have been used to treat ED. Indeed, phosphodies-
terase type S5 (PDE-S) inhibitors, such as sildenafil, are
usually prescribed to patients with ED.'®'' Their use is
justified by the fact that PDE-5 hydrolyses cyclic guanosine
monophosphate and terminates NO signaling. Conversely,
PDE-5 inhibitors increase intracellular cyclic guanosine
monophosphate levels, thus improving ED.*'!"1> However,
it is possible that genetic variations in the gene encoding
eNOS may affect the responses to PDE-5 inhibitors.

Genetic polymorphisms in the eNOS gene may impair
endogenous NO formation,'*-'® and these findings may
explain how the eNOS gene polymorphisms are associated
with ED'®?° and with other cardiovascular diseases.”'->*
The most studied eNOS polymorphisms include a single-
nucleotide polymorphism at the —786 position of the
promoter region (T~ 7#¢C, rs2070744), a variable number of
tandem repeats (VNTR) in intron 4 (common alleles: 4b and
4a), and a single-nucleotide polymorphism in the exon 7
(G®4T, rs1799983), which results in an amino acid change
(Glu298Asp). However, although eNOS polymorphisms may
modify the responses to drugs that modify NO bioavail-
ability,?>?° there is only one study showing significant
effects of individual eNOS polymorphisms on the responses
to sildenafil,?” and no previous study has examined whether
eNOS haplotypes modify the responsiveness to sildenafil.

In the present study, we hypothesized that eNOS poly-
morphisms could affect the responses of patients with
organic ED to sildenafil, especially when the effects of the
eNOS gene variants are combined within the eNOS haplo-
types. Moreover, we examined for the first time how eNOS
polymorphisms (and haplotypes) affect the responses of
patients with ED secondary to radical prostatectomy (PED)
that were treated with sildenafil.

Subjects and methods

Subjects

The present work was carried out in accordance to the
Helsinki declaration, and was approved by the Institutional
Review Board at the Faculty of Medicine of Ribeirao Preto.
Informed consent was obtained from each participant. We
recruited 118 patients with a medical diagnose of ED, which
was already being followed up at the Urology Outpatient
Clinic of Department of Surgery. We included patients with
age between 40 and 80 years that had complaints regarding
sexual activity and medical diagnosis of erectile function.
Erectile function was evaluated before and after the use of
sildenafil, using the five-item version of International Index
for Erectile Function (5-IIEF) questionnaire, the ED domain.*®
The patients were divided into two study groups: 63 patients
had postoperative ED, because they underwent radical
prostatectomy, and 55 patients had clinical (organic) ED. We
assessed the responses to sildenafil for each patient by
subtracting the 5-IIEF score before treatment with sildenafil
from the S5-1IEF score after treatment with sildenafil, and this
difference was defined as AS-IIEF. The response to sildenafil
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was evaluated after at least eight attempts of intercourse in
which sildenafil was used at 50mg or 100mg dose. On the
basis of the responses to sildenafil, the patients were divided
into two groups: good responders (GR) or poor responders
(PR) if their AS-IIEF was higher or lower than the median
AS-1IEF, respectively. This analysis was performed indepen-
dently for postoperative ED and for clinical ED patients. We
excluded from the study those patients that did not use at
least eight doses of sildenafil, or that had endocrine disorders,
psychiatric disorders, neurogenic bladder dysfunction, hypo-
gonadism, penile implants, cerebrovascular accident, central
nervous system trauma, follow-up of radical prostatectomy
shorter than 1 year from surgery, and anatomical abnormal-
ities such as Peyronie’s disease.

Genotyping

Genotyping for the T 7¢C and Glu298Asp polymorphisms.
Venous blood samples were collected, and genomic DNA
was extracted from the cellular component of 1 ml of whole
blood and stored at —20°C until analyzed. Genotypes for
the eNOS T-7#°C (rs2070744) and Glu298Asp (rs1799983)
polymorphisms were determined by Tagman Allele
Discrimination assay (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) using real-time PCR. The probes and primers used for
the T 7%°C genotyping assay were customized as follows:
forward 5'-ACCAGGGCATCAAGCTCTTC-3', reverse 5'-GCA
GGTCAGCAGAGAGACTAG-3, and probes 5-CAGGGTCAG
CC[G/A]JGCCA-3'. TagMan PCR was performed in a total
volume of 12l (3ng of DNA, 1 x TagMan master mix, 1 x
assay mix) placed in 96-well PCR plates. Fluorescence from
PCR amplification was detected using Chromo 4 Detector
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and analyzed with
the manufacturer’s software. Probes and primers used in
Glu298Asp assay were designed by Applied Biosystems (ID:
C__3219460-20). TagMan PCR and fluorescence reading were
performed as described above for the T-7#°C polymorphism.

Genotyping for the VNTR polymorphism in intron 4. Genotypes
for the VNTR polymorphism in intron 4 were determined by
PCR using the primers 5-AGG CCC TAT GGT AGT GCC
TTG-3' (forward) and 5'-TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC-3’
(reverse). PCR was performed in 20-pl reaction volume that
included approximately 300ng of template genomic DNA,
0.25 pM of each primer, 200 uM of each dNTP, 2.5 mm MgCl,,
1 x PCR buffer and 1U of DNA Tag Polymerase (Promega,
Madison, WI, USA). The PCR reactions were heated to 94°C
for 4 min for initial denaturation and underwent 35 cycles at
94°C for 30s for denaturation, 63 °C for 30s for annealing,
and 72 °C for 1 min for extension. A final step of extension
was conducted at 72 °C for 4 min. PCR generated products of
393, 420 and 447 bp, which correspond to the eNOS alleles
4a, 4b and 4c, respectively. Products were separated by
electrophoresis in 8% polyacrylamide gels and visualized by
silver staining as previously described.?”

Laboratory analyses
Serum lipid profile (total cholesterol, triglycerides, high-
density lipoprotein cholesterol), glucose, testosterone, urea
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and creatinine concentrations were measured with commer-
cially available Kits using standardized techniques. Low-
density lipoprotein concentration was calculated according
to the Friedewald’s formula.

Statistical analysis

Clinical features and biochemical parameters of the studied
groups were compared by unpaired #-test (parametric data),
by Mann-Whitney test (non-parametric data), or by z*-test
(categorical variables). Differences in allelic and genotypes
distributions and deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium were tested by y°-test. A P-value <0.05 was
considered statistically significant.

Haplotypes were estimated using the program PHASE
version 2.1 (http://www.stat.washington.edu/stephens/soft-
ware.html). The possible haplotypes including genetic
variants of the three polymorphisms studied here in the
eNOS gene (T77%¢C, intron 4 and Glu298Asp) were H1 (T 4b
Glu), H2 (T 4a Glu), H3 (T 4b Asp), H4 (T 4a Asp), HS (C 4b
Glu), H6 (C 4a Glu), H7 (C 4b Asp) and H8 (C 4a Asp). Only
the haplotypes with observed frequencies > 1% were taken
into consideration. Differences in haplotype frequencies
among groups were further tested using y>-test, considering
P<0.00833 as statistically significant (after Bonferroni’s
correction: 0.05/number of observed haplotypes).

Results

Table 1 summarizes the clinical and laboratory characteristics
of the patients enrolled in this study. We studied
63 patients with postoperative LD, secondary to radical
prostatectomy, and 55 patients with organic (clinical) ED.
Although both clinical and postoperative groups were very
similar with respect to their clinical features, there were minor
differences in age, testosterone levels and frequency of
diabetes between groups. These differences are not relevant,
because the main goal of the present study was to examine the
effects of eNOS polymorphisms on the responses to sildenafil
in each group of patients, and we carried out independent
analysis in postoperative and in clinical ED patients.

The genotypes distributions for all eNOS polymorphisms
did not deviate from the Hardy-Weinberg equilibrium in
both ED groups (P=0.05). The genotypes and allele
distributions were similar in both postoperative and clinical
ED groups (P>0.05; Table 2). The analysis of genotypes for
the intron 4 VNTR polymorphism showed that the rare 4¢
allele (which corresponds to six repeats of the 27bp
fragment) was found in only four subjects in the post-
operative ED group (Table 2). To simplify the statistical
analysis, we grouped the 4c allele with the 4a allele in our
statistical tests. In parallel with genotypes results, we found
similar eNOS haplotypes distribution in the postoperative
and in the clinical ED groups (P>0.05; Table 3).

To investigate whether eNOS polymorphisms affect the
responsiveness to sildenafil, we carried out an independent
analysis for each group of ED patients. We evaluated the
5-11EF?* before and after the use of sildenafil, and the change
in S5-11EF (A5-11EF) was calculated for each patient. For each
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Table 1 Clinical and laboratory characteristics of subjects

Postoperative ED  Clinical ED

N 63 55
Age (years) 64.8+6.4 55.5+10.9
Ethnicity (White/non-White) 29/34 26/29
Waist circumference (cm) 98.5+12.9 101.4+125
BMI (kgm %) 27.8+4.1 28.4+4.7
Physical exercise (% of practitioners) 62 55
Smoking

Never smoker (n) 27 15

Ex-smoker (n) 30 29

Current smoker (n) 6 11
SBP (mm Hg) 145+22 142+18
DBP (mm Hg) 93+12 91+11
HDL (mgdl ") 39.0+5.6 40.5+6.7
LDL (mgdl™") 100.1£38.2 111.9+34.7
Total cholesterol (mgdl ') 174.0+44.3 183.1+32.4
Triglycerides (mgdl ") 155.7+81.3 148.4+81.1
Fasting glucose (mgdl ") 120.7+40.4 118.4+40.6
Urea (mgdl ") 320+13.4 33.0+129
Creatinine (mgdl ") 1.2+0.5 1.1+0.4
Testosterone (ngdl ') 312+114 356+115
Hypertensives (%) 59 47
Diabetics (%) 22 44
IlIEF-5 score

Pre sildenafil 89156 9.5+6.7

Post sildenafil 13.5+7.8 15.549.]

Abbreviations: BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; ED, erectile
dysfunction; HOL, high-density lipoprotein; IIEF-5, International Index of Erectile
Function (five-item version); LDL, low-density lipoprotein; SBP, systolic blood
pressure.

Values are expressed as means s.d., or as frequency (%).

ED group, the patients were classified as GR or PR when their
AS-IIEF was above or below the median AS-11EF value of the
ED group, respectively.

Interestingly, the analysis of results for postoperative ED
patients showed higher frequencies of the TC and CC
genotypes, and of the C allele for the T~ 7#°C polymorphism
in GR compared with PR (P<0.05; Table 4). However, no
significant differences were found in this group of ED
patients with respect to the VNTR polymorphism in intron
4, and a minor difference was found for the Glu298Asp
single-nucleotide polymorphism (Table 4).

The analysis of results for clinical ED patients showed
higher frequencies of the 4b4a and 4a4a genotypes, and of
the 4a allele for VNTR polymorphism in intron 4 in GR
compared with PR (P<0.05; Table 5). However, no signifi-
cant differences were found in this group of ED patients
with respect to the T 7%°C to the Glu298Asp single-
nucleotide polymorphisms (P> 0.05; Table 5).

We evaluated whether the eNOS gene variants combined
within eNOS haplotypes affect the responsiveness to
sildenafil in the two groups of ED patients. Interestingly,
we found that the H6 haplotype (C 4a Glu) is more
commonly found in GR than in PR patients with post-
operative ED (P<0.0083; Table 6). Conversely, the H3
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Table 2 Genotypes and alleles frequencies distributions in patients with postoperative or clinical ED

Genotype Groups 1°-test P-value
Postoperative ED (n=63) Clinical ED (n=3535)

T78¢C T 46 (29) 47 (26)
TC 43 (27) 46 (25) 1.0010 0.6063
cC 11 (7) 74

Intron 4 4b4b 67 (42) 73 (40)
4b4a 25 (16) 25 (14)
4ada 32 2(1) 3.8570 0.1454
4b4c 32 —
4cdc 2 —

Glu298Asp GluGlu 62 (39) 60 (33)
GluAsp 33 (21) 35(19) 0.0916 0.9552
AspAsp 5(3) 5 (3)
Alleles Postoperative ED Clinical ED

T78C T 67 (85) 70 (77) 0.2086 0.6479
c 33 (41) 30 (33)

Intron 4 4b 81 (102) 85 (94) 0.5670 0.4515
4a 16 (20) 15 (16)
4c 3(4) —

Glu298Asp Glu 79 (99) 77 (85) 0.1166 0.7328
Asp 21 (27) 23 (25)

Abbreviation: ED, erectile dysfunction.
The frequencies are shown as % (n).

The rare variant 4c was grouped with the variant 4a before statistical analysis of intron 4 polymorphism.

No significant differences.

Table 3 Estimated haplotypes frequencies distributions in
patients with postoperative or clinical ED

Haplotypes Postoperative ED  Clinical ED

T-785C  Intron4  Glu298Asp (n=126) (n=110)
H1 T 4b Clu 52 (66) 59 (65)
H2 T 4a Glu 10(12) 6(7)
H3 T 4b Asp 6 (7) 5(5)
H4 T 4a Asp — —
HS5 C 4b Glu 7(9) 4 (4)
H6 (@ 4a Glu 9(12) 8(9)
H7 C 4b Asp 16 (20) 18 (20)
H8 C 4a Asp — —

Abbreviation: ED, erectile dysfunction.
The frequencies are shown as % (n).
No significant differences.

haplotype (T 4b Asp) is less commonly found in GR than in
PR patients with postoperative ED; however, this result did
not resist to the Bonferroni’s correction for comparisons
(Table 6). Finally, no significant differences in eNOS
haplotypes distributions were found when GR and PR
patients with clinical ED were compared (Table 6).
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Discussion

The main findings of this study were: i) the C allele for
T-7%¢C polymorphism is associated with better responses of
postoperative ED patients to sildenafil, whereas the 4a allele
for the intron 4 VNTR polymorphism is associated with
better responses of clinical ED patients to sildenafil; ii) eNOS
haplotypes may modify the responses to sildenafil in
postoperative ED patients; specifically, the H6 haplotype is
associated with a better response to sildenafil; iii) the
Glu298Asp polymorphism had minor effects on the
responses of postoperative ED patients to sildenafil. To our
knowledge, this is the first study to explore the association
of eNOS haplotypes and responsiveness of ED patients to
sildenafil.

The functionality of the three polymorphisms studied
here has been demonstrated in previous studies. The C allele
for the T-7#¢C polymorphism decreases the transcriptional
activity of the eNOS gene by 50%.%° The 4a allele for the
intronic VNTR polymorphism is associated with lower levels
of small interference RNA, thus leading to higher eNOS
expression in comparison with the 4b allele.*' The func-
tional consequences of the Glu298Asp polymorphism result
in altered ligation of eNOS to caveolin-1, which is essential
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Table 4 Distribution of genotypes and alleles for eNOS polymorphisms in postoperative ED patients divided in PR and GR

responders to sildenafil

Genotype Postoperative ED P-value OR (95% CI)
PR GR
T-7%¢¢ TT 58 (18) 33 (10) — 1.0000 (reference)
TC 36 (11) 50 (15) 0.0036° 0.4097 (0.2236-0.7504)
CcC 6(2) 17 (5) 0.0011° 0.2008 (0.0721-0.5593)
73-test 14.41
P-value 0.0007?
Intron 4 4b4b 71 (22) 63 (19) — 1.0000 (reference)
4bda 26 (8) 30 (9) 0.4098 0.7690 (0.4115-1.4370)
4ada 3(1) 7 (2) 0.1607 0.3803 (0.0943-1.5340)
¥2-test 2.363
P-value 0.3068
Glu298Asp Glu, Glu 55(17) 67 (20) —_ 1.0000 (reference)
Glu, Asp 42 (13) 27 (8) 0.0360° 1.8950 (1.0390-3.4560)
Asp, Asp 3(N) 6 (2) 0.3556 0.6091 (0.1456-2.5490)
72-test 5.441
P-value 0.0658
Allele PR GR P-value OR (95% CI)
T=7%8¢C T 76 (47) 58 (35) — 1.0000 (reference)
C 24 (15) 42 (25) 0.0068* 0.4361 (0.2377-0.8002)
Intron4 4b 84 (52) 78 (47) — 1.0000 (reference)
4a 16 (10) 22 (13) 0.2795 0.6753 (0.3307-1.3790)
Glu298Asp Glu 76 (47) 80 (48) — 1.0000 (reference)
Asp 24 (15) 20 (12) 0.4947 1.2630 (0.6454-2.4720)

Abbreviations: Cl, confidence interval; ED, erectile dysfunction; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; GR, good response; OR, odds ratio; PR, poor response.

The frequencies are shown as % (n).
2P <0.05 versus reference genotype/allele (;*-test).

for eNOS activity.”* Although molecular mechanisms have
been demonstrated, clinical studies showed minor (if any)
effects of individual eNOS polymorphisms on relevant
markers of NO formation.'*'S Conversely, eNOS haplotypes
apparently have significant effects on endogenous NO
formation.'*"'®

Whereas the polymorphisms studied here were associated
with ED in previous studies,'®2° there is only one previous
study, suggesting that individual eNOS polymorphisms
affect the responses to sildenafil.?” The authors found the
4a allele for the intronic VNTR polymorphism associated
with better responses to sildenafil in patients with ED
associated with multiple causes, and our results from clinical
ED patients align with these previous findings.?” Although
we have not addressed the molecular mechanisms under-
lying the improved responses to sildenafil in carriers of the
4a allele, it is possible that higher-tissue eNOS expression
associated with this polymorphism®' increases tissue NO
activity, and this may enhance the responses to PDE-5
inhibitors. This effect associated with the 4a allele may be

especially relevant in patients with clinical ED, as this
clinical condition clearly involves the endothelium.?

Our findings in clinical ED were different from those in
postoperative ED. The T-7*°C polymorphism modified the
responses to sildenafil in postoperative ED, and the C allele
for this polymorphism apparently improves the responses to
sildenafil in these patients as compared with the T allele.
These patients have undergone prostatectomy and were
exposed to variable levels of nerve injury, which impairs the
initial NO wave produced by nNOS in non-cholinergic non-
adrenergic nerve fibers.** However, these patients may not
have the same extent of endothelial dysfunction in their
penile vessels as compared with clinical ED patients.
Although unproven, it is possible that postoperative ED
patients have much better endothelial function and are
more similar to healthy subjects than clinical ED patients.
Interestingly, the improved responses to sildenafil in carriers
of the C allele versus non carriers is consistent with previous
findings showing significant increases in NO bioavailability
in healthy male subjects carrying the C allele (but not in
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Table 5 Distribution of genotypes and alleles for eNOS polymorphisms in clinical ED patients divided in PR and GR responders to
sildenafil

Genotype Clinical ED P-value OR (95% CI)
PR GR
T-786¢ T 50 (12) 50 (12) — 1.0000 (reference)
TE 46 (11) 42 (10) 0.7558 1.0950 (0.6173-1.9430)
cc 4 (1) 8 (2) 0.2749 0.5000 (0.1414-1.7680)
72-test 1.515
P-value 0.4688
Intron 4 4b4b 83 (20) 67 (16) — 1.0000 (reference)
4b4a 17 (4) 29 (7) 0.0292° 0.4732 (0.2398-0.9340)
4ada 0 (0) 4(1) 0.0284° 0.0898 (0.0047-1.6990)
7 2-test 8.837
P-value 0.0121°
Glu298Asp GluGlu 54 (13) 63 (15) — 1.0000 (reference)
GluAsp 38 (9) 33 (8) 0.3273 1.3430 (0.7436-2.4270)
AspAsp 8 (2) 4 (1) 0.1756 2.3333 (0.6656-8.1800)
¥-test 2.378
P-value 0.3046
Allele PR GR P-value OR (95% Cl)
T-786¢C T 73 (35) 71 (34) — 1.0000 (reference)
C 27 (13) 29 (14) 0.7528 0.9055 (0.4882-1.6800)
Intron4 4b 92 (44) 81 (39) — 1.0000 (reference)
4a 8 (4) 19 (9) 0.0228° 0.3707 (0.1540-0.8925)
Glu298Asp Glu 73 (35) 79 (38) — 1.0000 (reference)
Asp 27 (13) 21 (10) 0.3205 1.3910 (0.7241-2.6740)

Abbreviations: Cl, confidence interval; ED, erectile dysfunction; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; GR, good response; OR, odds ratio; PR, poor response.
The frequencies are shown as % (n).
“P<0.05 versus reference genotype/allele (;*-test).

Table 6 Estimated haplotypes frequencies in postoperative and clinical ED patients divided in PR and GR responders to sildenafil

Haplotype  Postoperative ED P-value OR (95% Ci)* Clinical ED P-value OR (95% CI)°
PR GR PR GR

H1 T4bClu 53(33) 50(30) — 1.0000 (reference) 63 (30) 0.56 (27) — 1.0000 (reference)
H2 T4aGlu 13 (8) 7(4) 0.2663 1.7520 (0.6464-4.7480) 4 (2) 11(5) 0.0551 0.3232 (0.0974-1.0730)
H3 T4bAsp 10 (6) 2(1)  0.0358** 4.7170 (0.9843-22.600) 6 (3) 4(2) 0.6673 1.3330 (0.3577-4.9700)
H5 C4b Glu 6 (4) 8(5) 0.5460 0.7075 (0.2292-2.1840) 2 (1) 4(2) 0.3482 0.4444 (0.0784-2.5210)
H6 C 4a Glu 3(2)  15(9)  0.0063* 0.1887 (0.0515-0.6914) 4 (2) 8(4) 0.1953 0.4444 (0.1269-1.5560)
H7 C4bAsp 15(9) 18(11) 0.5484  0.7862 (0.3579-1.7270) 21(10) 17(8) 0.8027 1.0980 (0.5271-2.2880)
1 -test 15.780 6.449
P-value 0.0075* 0.2606

Abbreviations: Cl, confidence interval; ED, erectile dysfunction; CR, good response; OR, odds ratio; PR, poor response.
The frequencies are shown as % (n).

“OR for postoperative ED.

POR for clinical ED.

*P<0.00833; statistically significant after Bonferroni’s correction for multiple comparisons.

**P<0.05; however, not statistically significant after Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
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subjects carrying the T allele) after treatment with atorvas-
tatin.>®> In other words, if the C allele reduces eNOS
expression and NO activity, it is possible that apparently
healthy subjects carrying this allele will respond better to
drugs that activate the NO-cyclic guanosine monopho-
sphate pathway than those carrying the T allele, as suggested
by our results in postoperative ED patients and in a previous
study examining the effects of atorvastatin on endogenous
NO production.”® The differences between postoperative
and clinical ED may well reflect major ditferences in the
pathogenesis between these two conditions, especially with
respect to the severity of vascular dysfunction.

The analysis of eNOS haplotypes may offer improved
genetic information than the analysis of genetic markers
one by one.?” In fact, although we found minor effects (if
any) for the Glu298Asp polymorphism on the responses to
sildenafil, thus supporting a previous report,® it is possible
that this polymorphism may interact with the other eNOS
polymorphisms. Interestingly, we found the H6 haplotype
associated with improved responses, and the H3 haplotype
possibly associated with worse responses to sildenafil in
postoperative ED. We do not have a precise explanation for
the molecular mechanisms possibly explaining such an
association, and these eNOS haplotypes were not associated
with high or low endogenous NO formation."* However,
that study included only healthy subjects,'® and it is
possible that eNOS polymorphism interact with other
factors involved in the pathogenesis of disease conditions.
It is intriguing that the H6 and the H3 haplotypes, which
were associated with good and poor responses to sildenafil,
respectively, share no common allele (C 4a Glu versus T 4b
Asp), thus suggesting that there must be a molecular
mechanism possibly related with these differences in eNOS
haplotypes.

There are clear interethnic differences in eNOS genotypes
and haplotypes distributions when Blacks and Whites are
compared,®**% and therefore, ethnicity could have an effect
on the responses to sildenafil. However, we found that
similar improvement of erectile function in both Black and
White subjects in the present study (P>0.97 for post-
operative ED and P> 0.39 for clinical ED patients).

Some limitations of the present study should be taken
into consideration. Firstly, although we studied a reasonable
number of ED patients, our study may have not detected
minor effects of eNOS polymorphisms or haplotypes.
However, minor effects may not be so relevant from the
clinical standpoint. Secondly, it would have been interesting
to study patients with ED associated with particular medical
conditions. Thirdly, the number of diabetic patients was
different in the two ED groups, and it is possible that
diabetes mellitus may have affected the responses to
sildenafil. However, this study has not been designed to
address this issue. Finally, it would be interesting to study
how eNOS polymorphisms may interact with polymorph-
isms in other genes downstream in the NO signaling
pathway. In addition, it is possible that other polymorph-
isms (such as those found in nNOS gene) may affect the
responses to sildenafil. However, our results support the idea
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that eNOS polymorphisms may affect therapeutic responses
to drugs used in to treat cardiovascular diseases.**”

In conclusion, we found evidence that eNOS genetic
polymorphisms affect the responses of postoperative and
clinical ED patients to sildenafil. It remains to be deter-
mined whether subjects with the worst responses to
sildenafil would benefit from a more aggressive therapy
including other drugs that may upregulate NO formation,
such as statins,?® thus possibly improving the responses to
sildenafil,*® or other drugs affecting the cardiovascular
system.
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Abstract

Erectile dysfunction (ED) is a multifactorial disease associated with vascular dysfunction, low nitric
oxide (NO) bioavailability and oxidative stress. However, it is not known whether low NO
bioavailability and oxidative stress affect the responsiveness of ED patients to sildenafil. We tested
this hypothesis by studying 28 healthy subjects (Control group), 26 patients with ED without
comorbidities (ED group), and 18 patients with ED and diabetes mellitus (ED/DM group). The
International Index for Erectile Function (lIEF) questionnaire was used to assess the erectile
function of all participants, and responsiveness sildenafil was assessed as the percentage of
change in five-item version of IIEF score before and after sildenafil treatment. Levels of whole
blood nitrite, antioxidants markers (ferric reducing ability of plasma [FRAP] and reduced
glutathione), and oxidative stress markers (thiobarbituric acid reactive substance and protein
carbonyl) were determined. We found a negative correlation between whole blood nitrite levels
and the responses to sildenafil in both ED groups (P<0.05). FRAP correlated negatively with the
responses to sildenafil in the ED/DM group (P<0.05). No other significant associations were found.
Our findings show evidence that low NO bioavailability is associated with better responses to

sildenafil in patients with ED (with or without DM).

Keywords: Erectile dysfunction, nitric oxide, nitrite, oxidative stress, sildenafil.
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Introduction

Erectile dysfunction (ED) is a common multifactorial disease associated with advancing
age, lifestyle, and comorbidities such as cardiovascular diseases * and diabetes mellitus (DM) 2. A
major cause of organic ED is vascular dysfunction **, which may be promoted by oxidative stress
and impaired nitric oxide (NO) bioavailability>®. Indeed, these pathogenic alterations have been
shown in ED ", and ED manifests earlier than other symptoms in patients with DM °, possibly as a
consequence of vascular dysfunction™. Although it is widely acknowledged that lower NO activity
and oxidative stress are involved in ED, no previous study has examined whether these alterations
affect the responses to drugs used in the therapy of ED.

Sildenafil is a phosphodiesterase type 5 (PDE-5) inhibitor and is widely used to treat ED***>.
Its mechanism of action is based on increased intracellular cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) levels, thus prolonging NO signaling in smooth muscle cells of cavernous tissue “>**.
Although sildenafil is currently the first choice treatment for most ED patients *, approximately
35% of the patients fail to respond™*. Patients with ED associated with DM have impaired
vascular function and consequently are less responsive to PDE-5 inhibitors **%. Therefore, it would
be interesting to examine whether the responses of ED patients to sildenafil are associated with
NO bioavailability or with oxidative stress markers.

In the present study, we hypothesized that levels of markers of NO formation and
oxidative stress would be associated with the responsiveness to sildenafil in ED patients, with or
without DM. We examined whether the concentrations of a relevant marker of endogenous NO
formation (whole blood nitrite levels)', and the concentrations of oxidative stress markers (ferric
reducing ability of plasma, reduced glutathione, thiobarbituric acid reactive substances, and

20-22

protein carbonyl levels) correlate with the responses to sildenafil in patients with ED, and with

disease severity.
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Materials and methods
Subjects

This work was approved by the Human Research Ethics Committee at the Faculty of
Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Brazil. Each subject provided written informed
consent and underwent a physical examination, IIEF questionnaire, and blood collection. All ED
patients were recruited at the Urology Division from Clinics Hospital of Ribeirao Preto. In this
study, we recruited 44 patients with clinically diagnosed ED, which were classified according to the

2324 \with scores < 26. These

results of International Index for Erectile Function (lIEF) questionnaire
patients were then divided in two groups: 26 patients with ED (ED group), and 18 patients with ED
and type 2 DM (ED/DM group). The responses to sildenafil were assessed as the percentage of
change of five-item version of IIEF (5-1IEF) score (calculated as score after sildenafil minus the
score before sildenafil). Twenty eight healthy men, paired by age, ethnicity and body mass index
with our ED patients were recruited from general public and included in the Control Group. All
these subjects had IIEF scores > 26 and reported no diseases, including hypertension and diabetes,
and were not under any pharmacological treatment. The exclusion criteria for all groups were men
with post-prostatectomy ED, premature ejaculation, Peyronie’s disease, hypogonadism,
hypothyroidism, and other endocrine and neurological disorders.

Blood samples were collected using Vacutainer tubes (Becton-Dickinson Sao Paulo, Brazil).
Blood samples used to assess whole blood nitrite levels were quickly mixed with a ferricyanide-
based nitrite preservation solution, as previously described %, and stored at -20°C until evaluation.
Plasma used to assess thiobarbituric acid reactive species (TBARS), carbonyl protein, reduced

glutathione (GSH), and ferric reducing antioxidant power (FRAP) was obtained by centrifuging

whole blood at 2.500rpm for 10 min and was stored at -70°C until analysis.
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Laboratorial analyses

High density lipoprotein (HDL), total cholesterol, triglycerides, urea, creatinine, and fasting
glucose levels were measured in blood samples using commercially available kits (Lab Test, Brazil)
with standardized techniques. The low density lipoprotein (LDL) concentration was calculated
according to the Friedwald’s formula.
Measurement of whole blood nitrite concentrations

The frozen samples mixed with the preservation solution were then deproteinized with a
1:1 volume of cold methanol and centrifuged at 11 800 rpm for 2 min. The whole blood nitrite
content was analyzed using an ozone-based chemiluminescence assay, as previously described
2627 Briefly, 200uL of the supernatant was injected into a solution of acidified tri-iodide, purged
with nitrogen in-line with a gas-phase chemiluminescence NO analyzer (Sievers Model 280 NO
Analyzer, Boulder, CO, USA)
Measurement of plasma TBARS

TBARS levels were determined as described previously *'. Briefly, 100uL of plasma was
mixed with 1mL of a solution containing 15% trichloroacetic acid (TCA), 0,38% thiobarbituric acid
(TBA) and 0.25M of hydrochloric acid (HCI). The mixture was incubated at 100°C for 30 minutes.
Samples were centrifuged for 10min at 3000rpm and the supernatant collected. Absorbance of the
supernatants was measured in spectrophotometer at 535nm. The results were given as umol/L.
Measurement of plasma carbonyl protein

The levels of carbonyl groups in plasma proteins were determined following a
standardized method . Briefly, 100 pL of plasma samples were placed in two tubes as test and
control. 400 pL of 10 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) were added to test tubes, whereas
400 pL of 2.5 M HCl were added to controls tubes. The tubes were mixed and incubated in the

dark for 1 hour. In the meantime, they were shaken every 15 min. Then 500 pL of 20%
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trichloroacetic acid (TCA) were added to the tubes, which were immediately transferred and kept
in ice for 5 min. Samples were then centrifuged for 10min at 9600rpm at 4°C, and the supernatant
was discarded. Pellets were washed with 500 plL of 10% TCA once and with ethanol/ethyl acetate
(1:1 v/v) three times. The pellets were suspended in 500 pL of 6 M guanidine hydrochloride
solution and kept at 37°C for 15min. Absorbance readings were made in spectrophotometer at
370 nm. Absorbance readings of control tubes were subtracted from test tubes and corrected by
protein content.
Measurement of FRAP

The ferric reducing ability of plasma was measured using a previously described method %.
FRAP reagent was prepared by mixing acetate buffer (0.3 M pH 3.6), 2,4,5-tripyridyl-s-triazine
solution (0.01M) (TPTZ), and ferric chloride solution (0.02M) in 10:1:1 (v/v/v), respectively. 300uL
of FRAP reagent was placed in tubes with 10uL of samples. A standard curve was obtained using
dilutions of ferrous sulfate. Aliquots of 200uL of the mixture were kept at 37°C for 4 min and
absorbance reading was made at 593 nm.
Measurement of GSH

Plasma GSH concentration was measured following a described assay?’. Samples of 25 uL
of plasma, distilled water, or standard curve dilutions were added to 1000 pL of Tris-
ethylenediaminetetraacetic acid (Tris-EDTA), and absorbance of the final mixtures was quantified
at 412 nM in sa pectrophotometer. Then, 25 ulL of a 0,01 M 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) solution was added to each tube, which were kept at room temperature for 30 min. The
final absorbance was quantified at 412 nm. The initial absorbance was subtracted from final
absorbance as a background correction, and the results were expressed as mmol/L.

Statistical Analysis
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The clinical and laboratory characteristics of the groups included in this study were
compared by unpaired t-test (parametric data), by Mann—Whitney test (non-parametric data), or
by chi-square test (categorical variables). The Spearman’s correlation was calculated (StatView for
Windows, Cary, NC, USA) for associations between the effects of sildenafil (AIIEF%) or degree of
ED (lIEF) and the following markers: whole blood nitrite, FRAP, GSH, carbonyl protein, and TBARS

levels. A P value <0.05 was considered statistically significant.

Results

Table 1 summarizes the clinical and laboratory characteristics of 28 healthy controls and
44 patients with ED. Patients and healthy controls were similar with respect to age, ethnicity, waist
circumference, and body mass index, systolic arterial pressure, diastolic arterial pressure, HDL and
LD cholesterol levels, triglycerides, urea, creatinine, and also % of current smokers (Table 1; all
P>0.05). Both groups of ED patients included subjects taking antihypertensive drugs and, as
expected, had lower IIEF scores as compared to the Control group (Table 1; P<0.05). Moreover,
higher fasting glucose levels were found in the ED/DM group as compared with the other groups,
and 61% and 8% of ED/DM patients were users of oral hypoglycemics and insulin, respectively
(Table 1).

To evaluate oxidative stress status, we studied two antioxidants markers (FRAP and GSH)
and two pro-oxidants markers (TBARS and carbonyl protein). While both groups of ED patients had
similar TBARS, and carbonyl protein levels as compared to the Control group (P>0.05; Table 1), we
found lower levels of FRAP and higher levels of GSH in the ED/DM group compared with the
Control group (P<0.05; Table 1). We found no signifincant differences with respect to whole blood

nitrite concentrations when the three groups were compared (P>0.05; Table 1).
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The analysis of the responses to showed a negative correlation between whole blood
nitrite concentrations and responsiveness to sildenafil (AIIEF %), which was consistently found in
both ED and ED/DM groups (both P<0.05; Table 2), or when both groups of patients were
combined (P<0.05; Table 2). In addition, we found a negative correlation between FRAP and
responsiveness to sildenafil only in the ED/DM group (P<0.05; Table 2). Conversely, no significant
correlations were found between the other oxidative stress markers (GSH, carbonyl protein and
TBARS) and the responsiveness to sildenafil (all P>0.05; Table 2). Moreover, we found no
correlation between whole blood nitrite concentrations or oxidative stress parameters and 5-11EF

scores (P>0.05, Table 3).

Discussion

The main findings of this study were that whole blood nitrite, a relevant marker of
endogenous NO formation, is inversely correlated with responsiveness to sildenafil, both in ED and
ED/DM groups. Additionally, FRAP correlated inversely with responsiveness to sildenafil in ED/DM
group. To our knowledge, this is the first study to explore the association between markers of NO
formation and oxidative stress with responsiveness to sildenafil in patients with ED and ED/DM.

It is widely acknowledged that NO is a very important signaling molecule in erectile
physiology”®, and impaired NO formation may affect the different stages of penile erection®*.
Therefore drugs that activate the NO-cGMP pathway have been used in the therapy of ED,
especially PDE-5 inhibitors such as sildenafil. These drugs clearly increase intracellular cGMP levels,

thus improving ED %%

. Interestingly, while we found no significant differences in whole blood
nitrite concentrations, this marker of endogenous NO formation®****correlated inversely with the

responsiveness to sildenafil in both groups of ED patients, and this particular result suggests that

the lower the NO bioavailability, the better are the responses to sildenafil, a drug that indirectly
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activates the NO-cGMP pathway. This suggestion aligns with previous studies showing that genetic

27,36

markers affecting endogenous NO formation may modify the responses to drugs that

193738 “including sildenafil *°. Together, these findings suggest

upregulate the NO-cGMP pathway
that patients with biochemical profiles particularly depicting impaired endogenous NO formation
will benefit from drugs that target the NO-cGMP pathway. In contrast, we could speculate that
patients with markers of endogenous NO formation near normal levels are not be the best
candidates to take advantage of such drugs, possibly because other mechanisms could play more
relevant roles. However, this possibility remains to be proved.

The only marker of oxidative stress that was found in association with responsiveness to
sildenafil in ED/DM patients was FRAP. ED patients that are diabetic usually are exposed to
increased oxidative stress conditions and have more clear endothelial dysfunction than those ED
patients without comorbidities®'°. This may explain why we found worse antioxidant status (lower
FRAP) in the ED/DM group. Interestingly, FRAP correlated negatively with responsiveness to

| “** may have contributed

sildenafil, and it is possible that antioxidant effects exerted by sildenafi
to this effect. In fact, antioxidant effects exerted by sildenafil may increase NO activity, thus
potentiating the responses to sildenafil. It is not clear why this inverse relationship was not found
in the ED group. However, it is possible that oxidative stress is more relevant in the ED/DM group
than in the ED group, even though we found no significant differences in markers of oxidative
stress between the ED and the ED/DM group.

Important limitations of the present study should be taken into consideration. Patients in
the ED and ED/DM groups were taking medications to treat hypertension and DM, and these
medications may have affected all biochemical parameters assessed in the present study**.

While this factor may have obscured possible differences between groups, the main goal of the

present study was to assess whether these markers would correlate with responsiveness to
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sildenafil, and it is clear from our results that low endogenous NO formation is associated with
improved responses to this drug. In addition, we have studied a relatively small number of
subjects. However, we found significant negative correlation between whole blood nitrite and
responsiveness to sildenafil in both groups of ED patients (with and without EM), and this finding
is biologically plausible. Finally, we have examined acute responses to sildenafil, and it would be
interesting to study the chronic effects of long term therapy with sildenafil **. In conclusion, our
findings show that endogenous NO formation correlates negatively with responsiveness to
sildenafil in ED and ED/DM patients. Our results may indicate that PDE-5 inhibitors may exert
beneficial effects, particularly in patients with impaired NO formation, with better therapeutic

responses that may not be limited to ED and extend to their cardiovascular system as a whole.
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Tables
Table 1

Clinical and laboratory characteristics of study participants

Controls ED ED/DM
N 28 26 18
Age (years) 544 +6.4 55.8+13.4 56.9+9.0
Ethnicity (white/non-white) 57/43 46/54 46/54
Waist circumference (cm) 95.0+10.0 100.9 £ 13.1 103.7£11.6
BMI (Kg/m?) 26.4 + 4.1 28.4+53 28.9+45
Smoking (%)

No smoker 14 19 15

Current smoker 86 81 85
SAP (mmHg) 127.8 +17.1 132.8 £15.2 136.7 £ 11.1
DAP (mmHg) 80.6 £9.3 83.9+7.0 82.7+5.2
HDL (mg/dL) 34.0+£9.8 38.8x7.2 41.7 £10.0
LDL (mg/dL) 130.9 £40.5 116.6 £31.4 112.1 £29.0
Total cholesterol (mg/dL) 167.3 £37.2 177.7 £34.8 187.9 £ 33.9
Triglycerides (mg/dL) 124.8 £ 49.3 151.4 +51.8 135.0 £ 61.3
Fasting glucose (mg/dL) 90.5+16.2 94.8 +19.0 171.3 £ 63.5*
Urea (mg/dL) 354 +£6.2 30957 32.1+£84
Creatinine (mg/dL) 1.1+£0.3 1.1+£0.2 1.2+£0.5
Users of antihypertensive (%) 0 35* 56*
Users of oral hypoglycemics (%) 0 0 61*
Users of insulin (%) 0 0 8*

IIEF score

EF 28.1+1.7 9.6 £6.6% 8.7 £6.2*

OF 9.7+£0.6 7.6 £3.1* 6.8 +3.8"

SD 74+14 58 t2.2* 6.5+2.3

IS 10.5+£4.2 4.7 +4.2F 5.0 +4.6"

GS 84120 43 22" 43 +2.8"
FRAP (umol/L) 1143.0 £227.2 1083.0 £189.4 936.0 £ 185.4*
GSH (mmol/L) 398.2+725 473.1 £136.7 488.6 £122.7*
TBARS (mmol/L) 6.2+1.9 6.0 +2.1 6.6 +£2.1
Carbonyl protein (mmol/mg) 1.3+£0.6 1.1+£0.6 1.2+0.7
Whole blood nitrite (nmol/L) 160.7 + 82.1 190.1 +87.8 184.2 £ 100.6

BMIi=body mass index; SAP=systolic arterial pressure; DAP=diastolic arterial pressure;
HDL=High-density lipoprotein; LDL=Low-density lipoprotein; IIEF= International index of
erectile function; EF=Erectile function; OF=0Orgasmic function; SD=Sexual Desire;
IS=Intercourse satisfaction; GS=Overall satisfaction; FRAP=ferric reducing ability of
plasma; GSH= reduced glutathione; TBARS=thiobarbituric acid reactive substances.
Values are expressed as the mean * s.d. *P<0.05 versus the control group
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Table 2

Spearman’s correlation between response to sildenafil and markers of nitric oxide
(NO) formation and oxidative stress in patients with erectile dysfunction

AlEF (%) ED+ED/DM (n=44) ED (n=26) ED/DM (n=18)
rs P rs P rs P
Whole blood nitrite (nmol/L) -0.4682 0.0014* - 0.4201 0.0326* -0.5613 0.0154*
FRAP (umol/L) -0.2270 0.1383 -0.1247 0.5438 -0.4825 0.0426*
GSH (mmol/L) 0.0437 0.7806 -0.0015 0.9941 0.1388 0.5830
Carbonyl protein (mmol/mg) -0.0166 0.9148 0.0246 0.9048 -0.0368 0.8848
TBARS (umol/L) -0.0835 0.5897 -0.1700 0.4065 0.1227 0.6276

AlIEF(%)=Percentage change of five-item version of International Index for
Erectile Function; FRAP=ferric reducing ability of plasma; GSH=reduced
glutathione; TBARS=thiobarbituric acid reactive substances.

*P<0.05 (spearman correlation, rs)

Table 3

Spearman’s correlation between degree of erectile dysfunction and markers of
nitric oxide (NO) formation and oxidative stress in patients with erectile dysfunction

5-1IEF ED+ED/DM (n=44) ED (n=26) ED/DM (n=18)
rs P rs P rs P
Whole blood nitrite (nmol/L) 0.1404 0.3633 0.0237 0.9086 0.3138 0.2048
FRAP (umol/L) 0.0685 0.6587 -0.0951 0.6440 0.3553 0.1479
GSH (mmol/L) -0.0006 0.9969 -0.0355 0.8660 0.0197 0.9380
Carbonyl protein (mmol/mg) 0.1340 0.3857 0.0515 0.8027 0.3366 0.1720
TBARS (umol/L) -0.0812 0.5976 -0.1307 0.5246 0.0104 0.9673

5-lIEF=five-item version of International Index for Erectile Function; FRAP=ferric
reducing ability of plasma; GSH=reduced glutathione; TBARS=thiobarbituric acid

RS 1SR S
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O sildenafil mantém-se ha varios anos como o tratamento via oral mais
utilizado para o tratamento de DE independente de sua etiologia [57], porém nem
todos pacientes respondem ao tratamento com esse iPDE-5 da mesma maneira,
sendo necessarios estudos que esclarecam essa diferenca na resposta. Desta
maneira, esse trabalho foi realizado para avaliar se marcadores bioquimicos e
genéticos poderiam se associar a resposta ao sildenafil em pacientes com DE.
Para realizar tais avaliagées, este trabalho foi dividido em dois estudos, estudo 1
em que foram analizadas a associacdo de marcadores genéticos e a resposta ao
sildenafil e estudo 2 em que foram avaliadas as correlagbes de marcadores

bioquimicos e resposta ao sildenafil, ambos em pacientes com DE.

Os principais achados dos dois estudos foram: (a) Diferentes polimorfismos
no gene da eNOS afetam a respota ao sildenafil em pacientes com DE péds
operatéria (prostatectomia radical) e DE clinica; (b) Haplotipos da eNOS afetam a
resposta ao sildenafil em pacientes com DE pds operatéria; (c) Baixos niveis de
NO sé&o correlacionados a melhor resposta ao sildenafil em pacientes com DE
clinica. Este foi o primeiro trabalho que mostra a relagdo de marcadores

bioquimicos e genéticos com a resposta ao sildenafil em pacientes com DE.

Em ambos os estudos a DE foi diagnosticada por avaliacéo clinica realizada
por um urologista. Ao serem recrutados para o estudo, os participantes foram
submetidos a um questionario para avaliar a funcdo erétil: 0 quinto dominio do
indice Internacional de Funcéo Erétil (IIEF-5). O IIEF é um questionario que vem

sendo amplamente utilizado para diagnoéstico complementar de DE, para avaliar o
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grau da doenca e também para avaliar a resposta ao tratamento de DE. E um
questionario dividido em 5 dominios: funcado erétii (FE ou IIEF-5), funcao
orgasmica, desejo sexual, satisfacdo no intercurso, satisfacdo geral. O dominio
funcéao erétil, ou quinto dominio (IIEF-5), é composto por 6 perguntas e foi utilizado
neste trabalho e em demais estudos para avaliar a funcao erétil e a resposta ao
sildenafil nos participantes. A pontuacao do IIEF-5 pode variar de 1 a 30, sendo
que homens com IlIEF-5 = 26 sdo considerados com fungdo erétil normal,
enquanto que aqueles que obtem um IIEF-5 < 26 sdo considerados com algum
grau de DE [58, 59]. De acordo com o |IEF-5 a severidade da DE é classificada
em 5 estagios: sem DE (FE de 26 a 30); DE leve (FE de 22 a 25); DE leve a
moderada (FE de 17 a 21); DE moderada (FE de 11 a 16); DE severa (FEde 1 a
10) [60]. Neste trabalho pacientes com DE péds operatéria foram mais frequentes
no grupo dos que ndo mudaram de estagio de DE apds o uso do sildenafil,
comparados aos pacientes com DE clinica [Anexos. Pag. 82. Figura 1(A)]. Da
mesma maneira, entre os dois subgrupos de DE clinica selecionados para o
segundo estudo, os pacientes com DE e DM (grupo DE/DM) foram mais
frequentes no grupo que ndo mudou de estagio de DE [Anexos. Pag. 82. Figura
1(B)], mostrando assim que a magnitude da resposta ao tratamento com sildenafil

pode variar de acordo com a fisiopatologia e comorbidades da DE.

Pacientes com DE que utilizaram sildenafil no minimo 8 vezes, na dose de
50 ou 100mg, segundo critério médico, responderam ao |IEF-5 antes e apds o
inicio do uso desse iPDE-5. A determinacao da resposta ao sildenafil foi realizada

de acordo com a porcentagem da diferengca na pontuagéao obtida apds o uso do
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sildenafil (IIEF pds sildenafil) subtraida da pontuacdo obtida antes do uso do
sildenafil (IIEF pré sildenafil), obtendo entdo o delta percentual de resposta ao

sildenafil [AIEF-5 (%)].

No primeiro estudo avaliamos se marcadores genéticos afetam a resposta
ao sildenafil. Para isso selecionamos 118 homens com diagnéstico médico de DE,
separados em dois grupos: 55 homens com DE clinica ou organica, que tinham
DE por motivos como DM entre outros; 63 pacientes com DE pds-operatéria,
consequente a prostatectomia radical. A prostatectomia é o tratamento de escolha
do cancer de préstata localizado, sendo que uma de suas possiveis consequéncia
€ a DE, devido principalmente a possiblidade de lesdo de nervos cavernosos
durante a processo cirurgico, entre outros fatores intrinsecos a essa cirurgia que
podem prejudicar a erecao peniana [2, 14]. Sendo assim a DE causada por
prostatectomia radical seria fundamentalmente de ordem neurogénica. Por outro
lado, a DE clinica ou cirurgica, causada por DM entre outros tem como causa
fundamental a disfuncédo endotelial [61]. Os pacientes foram separados nesses
dois grupos, pois a etiologia de base da DE pode alterar a resposta ao tratamento

dessa doenca.

Neste primeiro estudo os pacientes foram separados em bons
respondedores (BR) e maus respondedores (MR) ao sildenafil de acordo com
seus valores de AIIEF-5(%). Pacientes com AIIEF-5(%) maior que a mediana do

seu grupo foram considerados BR, enquanto que aqueles com AIIEF-5(%) menor
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que a mediana do seu grupo foram considerados MR. Além disso, pacientes com

AIIEF-5(%) na mediana ndo foram considerados para as andlises subsequentes.

Como ja mencionado, o NO é de fundamental importancia para a eregao
peniana [1] e seus niveis podem ser afetados por alguns fatores, entre eles
polimorfismos no gene da isoforma eNOS, uma das resposaveis pela producao do

NO que age no mecanismo de erecao.

No presente estudo encontramos que pacientes com DE pds-operatéria
portadores do alelo C sdo mais frequentes no grupo de BR comparados aos MR
ao sildenafii O gendtipo CC do SNP T7%C na regido promotora da eNOS,
associado em estudos anteriores a uma menor taxa transcricional de RNAm de
eNOS [45] e menores niveis de NO plaquetario [19], foi associado também com
DE [22, 23], além de outras doengas como a hipertensao [36]. Além disso, células
endoteliais com o gendtipo CC responderam melhor a fluvastatina comparadas as
portadoras do gendtipo TT, apresentando maiores niveis de RNAm para eNOS
[62]. Nagassaki e colaboradores (2006) mostraram que individuos saudaveis e
com gendtipo CC respondem melhor a atorvastatina, resposta medida pelo
aumento dos niveis de nitrito no sangue total [63]. Silva e colaboradores (2012)
mostraram recentemente que pacientes hipertensos portadores do alelo C
respondem melhor ao enalapril usado como terapia anti-hipertensiva [64].
Portanto, o alelo C do SNP T7®C da regido promotora da eNOS, que ja foi
mostrado ser associado a menores niveis de NO, levar a suscetibilidade a DE e

outras doencas, e melhorar a resposta ao enalapril e estatinas, foi associado no
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presente estudo a melhor resposta ao sildenafii em pacientes com DE poés

operatdria.

Quanto ao polimorfismo no intron 4, neste estudo observamos que
pacientes com DE clinica portadores do alelo 4a responderam melhor ao sildenafil
comparados aos portadores do alelo 4b. Como ja foi mencionado, na presenca do
alelo 4b ha maior producédo de um pequeno RNA de interferéncia [46, 47], o que
poderia causar uma menor producao de NO nos portadores do alelo 4b. Apesar de
sua implicagao funcional, o VNTR no intron 4 nao foi associado a DE em estudos
anteriores. Porém, Peskircioglu e colaboradores (2007) mostraram que a presenca
do alelo 4a foi associada a melhor resposta ao sildenafil comparado ao alelo 4b
em pacientes com DE independente da etiologia [56], 0 que reflete os resultados
que encontramos no grupo de DE clinica, mas ndo no grupo com DE pés-
operatéria. O fato de diferentes polimorfismos afetarem a resposta ao sildenafil
nos dois grupos de DE fortalece a hip6tese que a fisiopatologia das doencas

influencie na resposta ao tratamento desta doenca.

O terceiro polimorfismo do gene da eNOS aqui estudado foi o SNP no exon
7, que pela substituicdo de uma guanina por uma timina na posicdo 894 do gene
(G894T) leva a substituicao de um glutamato por aspartato no residuo 298 da
proteina (Glu298Asp). Estudos funcionais mostram que a presenca do alelo Asp
leva a uma menor disponibilidade de eNOS na cavéola e consequente ligacao a
caveolina, processo esse fundamental para a atividade da eNOS [50]. No presente

estudo, observamos no grupo de pacientes com DE po6s-operatéria que MR ao
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sildenafil tiveram uma frequéncia maior do genétipo GluAsp comparado ao GluGiu.
Da mesma maneira que para os outros dois polimorfismos da eNOS ja citados,
essa diferenca foi observada somente em um dos grupos de DE, no grupo DE pés
operatéria. Além do mais, como nao encontramos associagdo de alelo com a
resposta ao sildenafil, ndo sabemos qual deles esta relacionado a melhor ou pior
resposta ao sildenafil nesses pacientes. Por outro lado, Eisenhardt e
colaboradores (2003) mostraram que pacientes portadores do gendétipo GluGlu,
com DE e comorbidades cardiovasculares apresentaram melhor resposta ao
sildenafil comparados a outros gendétipos [55], 0 que nao foi visto quando somente

os pacientes com DE sem comorbidades cardiovasculares foram avaliados.

Como ja foi mencionado, a analise de haplétipos é uma abordagem melhor
comparada a avaliacao de polimorfismos isolados. Esse trabalho € o primeiro a
avaliar haplétipos de eNOS com relagao a resposta ao sildenafil em pacientes com
DE. Observamos que portadores do haplétipo formado pela combinagdo dos
alelos C 4a Glu (H6) foram mais frequentes no grupo de individuos BR aos MR ao
sildenafil. Essa diferenga foi observada somente no grupo de individuos com DE
pds operatdria. Além do mais, nesse grupo observamos que o hapl6tipo composto
pelos alelos T 4b Asp (H3) parece ser mais comum em MR comparados a BR ao
sildenafil, porém essa diferenga significativa ndo permaneceu apos corrigirmos a
analise para os seis possiveis haplétipos (corregcdo de Bonferroni). Da mesma
maneira que para os resultados dos polimorfismos analizados separadamente,

nessa analise ndo observamos os mesmos resultados nos dois grupos de DE:
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clinica e pos-operatéria. Interessamente, observamos que os haplétipos mais

frequentes em BR e MR nao compartilham nenhum de seus alelos.

Esse estudo tem como principais achados: (a) em pacientes com DE pés-
operatéria: o alelo C para o polimorfismo T"%C na regido promotora e o haplétipo
C 4a Glu estao associados com melhor resposta ao sildenafil; (b) em pacientes
com DE clinica: o alelo 4a para o polimorfismo 4b4a no intron 4 da eNOS esta
associado a melhor resposta ao sildenafil; (c) o genétipo GluAsp tem uma
pequena participacdo na resposta ao sildenafil em pacientes com DE poés-

operatdria.

Os resultados do estudo 1 podem contribuir para perspectivas de
tratamentos diferenciados a pacientes com DE maus respondedores ao sildenafil.
Porém, varios fatores como comorbidades e uso de medicamentos podem
sabidamente influenciar na suscetibilidade da DE e resposta ao seu tratamento.
Dessa maneira, avaliamos também nesse estudo a influéncia dos medicamentos
na resposta ao sildenafil nos dois grupos de DE. Foi observado que
hipoglicemiantes orais, B-bloqueadores, IECAs (inibidores da enzima conversora
de angiotensina), diuréticos tiazidicos, bloqueadores de canais de calcio,
hipocolesterolemiantes orais e antiagregantes plaquetarios influenciam na
resposta ao sildenafil nos pacientes deste estudo [Anexos. Pag. 83. Figura 2 (A) e
2 (B)]. Algumas classes de farmacos, como os IECAs e hipocolesterolemiantes,
influenciaram a resposta ao sildenafil de maneira contraria nos dois grupos de

pacientes. Além do mais, classificamos como hipertensos os pacientes que
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usavam algum tipo de anti-hipertensivo, assim como diabéticos os pacientes que
fazem tratamento para DM. Dessa maneira, ndo sabemos qual € a real influéncia
dos medicamentos, assim como da doenca para a qual o farméaco foi indicado, na

resposta ao sildenafil em pacientes com DE.

Além do mais, ja foi observado em estudos anteriores que, de acordo com a
etnicidade dos participantes, ha uma distribuicdo diferente para genoétipos e
haplétipos dos polimorfismos da eNOS aqui estudados [43, 65]. Porém no
presente estudo, quando comparamos individuos brancos e negros (classificados
por auto-definicdo), ndo observamos diferenca na resposta ao sildenafil. (Anexos.

Pag. 84. Figura 3).

No segundo estudo aqui apresentado, no qual avaliamos a correlacdo de
marcadores bioquimicos relacionados ao NO e resposta ao sildenafil em pacientes
com DE, recrutamos 44 homens com diagnéstico de DE clinica ou organica que
foram separados em dois subgrupos de acordo com comorbidades: 18 pacientes
com DE e DM (grupo DE/DM), e 26 pacientes com DE sem comorbidades (grupo
DE). E conhecido que pacientes com DE/DM tem estresse oxidativo mais
exacerbado do que pacientes com DE sem DM [12, 13]. Desta maneira, a divisdo
no grupo de DE clinica foi realizada para testarmos a hipétese do estudo sem
possiveis interferentes de diferentes graus de estresse oxidativo. Além do grupo
de DE clinica, foram recrutados 28 homens sem DE (grupo controle). Utilizamos
neste estudo, marcadores relacionados ao NO para correlacionarmos com a

resposta ao sildenafil em pacientes com DE. A fungdo erétil de todos os
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participantes deste estudo foi avaliada utilizando o questionario IIEF-5 [59]. Da
mesma maneira que para o estudo 1, neste a DE também foi diagnosticada por
um urologista. O grau de DE e a resposta ao sildenafil destes pacientes foram
avaliados de acordo com a pontuagcao no lIEF-5 e a porcentagem do AIIEF-5,

respectivamente.

Quando analizamos as caracteristicas clinicas destes participantes,
observamos que o grupo DE/DM apresentou niveis maiores de glicose de jejum e
maior porcentagem de participantes utilizando medicamentos para tratar diabetes
comparado ao grupo controle, como era de se esperar. Como era esperado
também, os grupos DE e DE/DM apresentaram uma porcentagem maior de
pacientes utilizando drogas para o tratamento de hipertensdo, comparados ao
grupo controle. Diabetes e hipertensdo tendem a ocorrer concomitantemente, e
sao comorbidades comumente associadas a DE [31], sendo assim, esperavamos
gue nos grupos de pacientes com DE houvesse um maior niumero de pacientes
com hipertensdo comparado ao grupo controle, em que um dos critérios de
inclusao foi a ndo utilizacdo de medicamentos. Para as analises da correlacédo de
marcadores bioquimicos com resposta ao sildenafil e grau de severidade de DE,
somente os pacientes dos grupos de DE foram considerados. A correlacéo foi
analizada em cada subgrupo de DE clinica individualmente (DE e DE/DM), e

também juntando os dois subgrupos de DE clinica (DE+DE/DM).

No presente estudo, a medida de nitrito no sangue total foi utilizada como

marcador de formagdo de NO. As caracteristicas do NO, gas altamente
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lipossoluvel e instavel, dificultam sua medida [3]. Assim sendo, a maneira mais
comumente utilizada para medir NO é a quantificacdo de seus principais
metabdlitos: nitrato e nitrito [66]. A utilizagdo do nitrato plasmatico como marcador
de formacédo de NO vem sendo bastante questionada devido a alta concentracéao
basal de nitrato no plasma dificultar pequenas alteracées de biodisponibilidade de
NO [67] e também pela concentracdo de nitrato ser influenciada por fatores como
sua formacgao a partir de bactérias na saliva e no intestino [3, 67]. Desta maneira,
o nitrito vem sendo utilizado como um melhor marcador da formagdo de NO

enddgeno, visto que esta relacionado a atividade de NOS [68].

Neste estudo ndo observamos nenhuma diferenga nos niveis de nitrito no
sangue total quando comparamos os trés grupos (controle, DE e DE/DM), da
mesma maneira que nao encontramos uma correlagdo entre os niveis de nitrito e
grau de DE nos pacientes. Entretanto, quando analizamos a correlacdo desse
marcador de formacao de NO e resposta ao sildenafil [AIIEF-5(%)] nos pacientes
com DE, observamos que ha uma correlacdo negativa deste com a resposta ao
sildenafil nos diferentes grupos analizados. Esse resultado nos mostra que, apesar
dos niveis de nitrito no sangue total ndo diferir entre os grupos de DE e controles
saudaveis, quanto menor o nivel de nitrito melhor a resposta ao sildenafil em
pacientes com DE clinica, com ou sem DM. Sabendo da importancia do NO na
erecdo peniana e DE, esperavamos encontrar uma diferenga nos niveis de nitrito
entre os grupos doentes e saudaveis e também uma correlagéo significativa entre

o nitrito e o grau de DE. Essa falta de diferenca pode ser devida principalmente ao
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uso de medicamentos pelos pacientes recrutados para o estudo, que como ja foi

mencionado, parece interferir na resposta ao sildenafil.

A correlagdo negativa de nitrito e resposta ao sildenafil pode ser devido a
uma dessenssibilizacao da via NO/GMPc na presenca de menores niveis de nitrito
que levaria a uma melhor acao do sildenafil nesses pacientes [69, 70]. Portanto,
apesar do NO ser de fundamental importancia para a erecdo peniana, quando
pacientes tem DE e fazem uso do sildenafil, os melhores beneficiados quanto ao

seu efeito sdo aqueles que apresentam menores niveis de nitrito.

Utilizamos também dois marcadores de estresse oxidativo para
correlacionar a resposta ao sildenafil e ao grau de DE: espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) [71, 72] e proteinas carboniladas [73]. Como foi visto,
esses marcadores ndao mostraram estar diferentes nos grupos de DE e controle,
assim como ndo se correlacionou a resposta ao sildenafil e nem ao grau de DE.
Sabe-se que pacientes com DE clinica, em que geralmente ha disfuncéo
endotelial, ha um aumento na peroxidagcdo lipidica. O TBARS e proteinas
carboniladas sdo técnicas utilizadas para avaliar a peroxidacao lipidica e a
carbonilacdo de proteinas, respectivamente. Ambas sao marcadoras de estresse
oxidativo e ja se mostraram alteradas em outros estudos comparando pacientes
com DE a individuos saudaveis [74]. Sendo assim, nesse estudo acreditamos que
pelo fato de muito dos pacientes nos 2 grupos de DE estarem usando

medicamentos que sabidamente tem efeitos antioxidantes, poderia influenciar

Discusséo
66



nessas medidas, podendo mascarar alguma diferenca nos niveis basais e também

na correlagdo com a resposta ao sildenafil e grau de DE.

Além dos marcadores de estresse oxidativo, utilizamos dois marcadores de
atividade antioxidante do plasma para correlacionarmos com a resposta ao
sildenafil e grau de DE: glutationa reduzida (GSH) [75, 76] e pontencial
antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) [74]. Assim como esperavamos,
encontramos menores niveis de FRAP nos pacientes com DE/DM comparado aos
controles, porém isso nao foi observado quando comparamos o grupo DE ao
grupo controle. Acreditamos que assim como o estresse oxidativo, a funcéo
antioxidante do grupo DE/DM seja mais exacerbada quando comparada a
pacientes com DE sem comorbidades. Por outro lado, niveis de GSH foram
maiores no grupo de DE/DM comparado ao grupo controle. Porém, imaginamos
que assim como para os marcadores de estresse oxidativo, medicamentos
também influenciem nos marcadores antioxidantes plasmaticos. Nos dois grupos
de pacientes aqui estudados, existem usuarios de medicamentos anti-
hipertensivos e hipoglicemiantes. Como ja mencionado, algumas classes desses
medicamentos tém efeito antioxidante [77, 78] o que poderia afetar as medidas
aqui realizadas. Dessa maneira, esses resultados devem ser avaliados levando
em consideragcao as limitacées desses grupos de estudos. Similarmente, o efeito
de medicamentos utilizados pelos pacientes deste estudo podem ter mascarado
correlagbes significativas dos marcadores antioxidantes aqui estudados e o grau
de DE. Ao contrario do GSH que também néo se correlacionou significativamente

com a resposta ao sildenafil, o FRAP mostrou uma correlagdo negativa somente
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no grupo DE/DM, porém nao foi acompanhado por diferenga significativa nos
outros grupos. A correlagcdo negativa encontrada entre FRAP e resposta ao
sildenafi nos sugere que quanto menor o poder antioxidante, e consequentemente
menos NO disponivel, melhor a resposta ao sildenafil em pacientes com DE/DM.
Sabe-se que na presenca de baixo poder antioxidante e consequente aumento do
estresse oxidativo, ha formacdo de EROs que na presenca de NO pode levar a
formacgao de peroxinitrito, entre outros, piorando assim a erecao peniana e talvez a
resposta ao sildenafil. Possivelmente essa correlagao foi significativa somente
neste grupo, devido ao menor poder antioxidante no grupo de DE estar mais

exacerbado quando na presenga de outra comorbidade, como o DM.

O estudo 2 traz como principais achados que (a) o nitrito, um marcador de
formacao de NO, é inversamente correlacionado com resposta ao sildenafil em
pacientes com DE clinica, independente da etiologia; (b) o marcador antioxidante
FRAP é inversamente correlacionado com resposta ao sildenafil em pacientes
com DE e DM; (c) os marcadores de formacédo de NO e estresse oxidativo ndo
tem correlagdo com a severidade de DE. Sendo assim, esse estudo contribui de
uma maneira geral para a idéia que marcadores bioquimicos relacionados ao NO

influenciam na resposta ao sildenafil.

Para sabermos a influéncia dos polimorfismos e haplétipos da eNOS na
concentracdo de nitrito no sangue total, realizamos testes comparando 43
pacientes com DE clinica que foram selecionados para o estudos 1 e 2. Nao

encontramos nenhuma associacdo dos gendétipos, alelos e haplétipos dos trés
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polimorfismos estudados (T7'%C na regido promotora, 4b4a no intron 4,
Glu298Asp no exon 7 da eNOS) e niveis de nitrito no sangue total. (Anexos. Pag.
85, figura 4. Pag. 86, figura 5). Estudos clinicos anteriores, mostram que niveis de
nitrito associam-se somente com haplétipos, e que essa associacao é diferente
dependendo da populacédo. Por exemplo, em individuos saudaveis, o haplétipo
composto pelos alelos C 4b Glu foi mostrado diminuir niveis de NOx (nitrato +
nitrito) [17] e também de nitrito [20]. Esse mesmo haplétipo foi associado a
maiores nives de NOx em pacientes hipertensos e hipertensos diabéticos [21].
Com base em resultados anteriores e do presente estudo observamos que apesar
de polimorfismos no gene da eNOS e também niveis de nitrito influenciarem na
resposta ao sildenafil em pacientes com DE, essas duas variaveis devem ser
consideradas de maneiras independentes quando analizamos a populacdo de

individuos com DE selecionados para este estudo.
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5 — CONCLUSAO

70




Em conclusdo, n6s encontramos que diferentes polimorfismos no gene da
eNOS afetam a resposta ao sildenafil em pacientes com DE pb6s operatoria e
clinica, que haploétipos da eNOS afetam a resposta ao sildenafil em pacientes com
DE poOs operatéria e que baixo niveis de NO sdo correlacionados a melhor
resposta ao sildenafil em pacientes com DE clinica. De maneira geral, foi possivel
concluir a partir dos resultados dos dois estudos aqui apresentados que
marcadores genéticos e bioquimicos relacionados ao NO influenciam a resposta

ao sildenafil em pacientes com DE.
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Figura 1 — Mudanca de estagio de DE apds o uso do sildenafil. (A) Pacientes do
estudo 1: grupo DE pés operatéria e DE clinica. (B) Pacientes do estudo 2: grupo
DE sem comorbidades e DE com DM (DE e DE/DM, respectivamente). *P<0,05

(Teste do qui-quadrado).
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Figura 2 - Influéncia de medicamentos na resposta ao sildenafil. (A) Pacientes
com DE péds operatéria. (B) Pacientes com DE clinica. *P<0,05 (Teste do qui-

quadrado).
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Figura 3 — Diferengas interétnicas e resposta ao sildenafil (AIIEF(%)) em
pacientes com DE pds operatéria (A) e DE clinica (B). *P<0,05 (Teste 7).

Anexos

84



3 500 B - 500
g | ] g L] | ]
£ 400 . £ 400+ . .
— | ] — L] L
o | © L] |
S 300+ .- R S 300+ o3 .
g L1 ] 4 g o0 Hy_g®
=) o H > ceeler H
£ 200+ go 0 — R £ 200+ ea Sosests I
7] ®e 7] o3 .
° . - o 134
€ 100 - : . € 100 s ae "
S o* . 8 L .
E " E ® "
E 0 T T T 2 0 T T
TT TC cc T Cc
- 500- D = 5004
3 3
£ 400- £ 400- "
T—" .. T—“’ ....
g 300 . . -3 300+ 022 -
3 HH H 3 T H
2 200-] : 2 200 e ae®
g —_— e (T aemm —_—
8 RY 8 K
2 100- : y 2 100- e :
2 See u 2 .':... »
= ® = ®e0®
§ o T T 2 0 T T
4b4b 4b4a 4b 4a
I 500+ F I 500+
g | g L] |
£ 400 £ 400
- L] N (1]
E L} N E d II.
S 300 © 300 et
L] o0
% [Ty Bl —— % 00:::0' ::II
c 200 oo oo —_— c 200 ceoes® u®
S _':,._ :. A g _".".:E'.‘-’_ l::
o 4 o 3.0
< 100 oce® "a < 100+ 'o.. ® "
et L e Sosee
E ¢ . E *e® "
E 0 T T T 2 0 T T
GluGlu GluAsp AspAsp Glu Asp
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no intron 4, (E)(F) Glu298Asp no exon 7 gene da eNOS. *P<0,05 (Teste T e One-
way ANOVA).
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Numzeno

Projeto “Farmacogenetica do tratamento da disfungdo erstil: Relevincia de marcadores geneticos @

bicquimicos™

Indice Internacional da Funisio Eresl (IIEF)

Mumero do Proomasio HC Diata:
Score IIEF: FE{1,2.3.4.515 pre pos FO3.10) DS (11,13 SEis. 7.8 SGaIIe
Semn atividade sexns]
1. Mas ultimas qusiro semanss, COM que L SEUNNE O SR

freqiiéncia voce fol capaz &2 ter uma
eTeqd furants wms relacio seneal?

A majena das vezes (Touito mais que 4 matade das vazes)
Alpmmas vezes (aproximadaments 3 metade das vezes)
Poncas veres (mmuto menss gque o metade das vezes)
Chiase numca on Dumea

2. Mas nlmmas qusine semanas, quando
TOCE teve BTEpDES TENIEIS COm
estimulacdo. com que freqitsnciz foram
cuas eregdes, duras o suficients para
penetragio’

Sem espmmlacdo sexnal

Chiase semMpTe ol SSMpre

A majonia das vezes {rmiite mais que 8 metade das vezac)
Algureas vezes (aproximadaments a matade das vezes)
Poucas vezes (mmuto menss que 8 metade das vezes)
(h1ase DUMCE o0 DUICE

3. Nas nlthmas qustTo Semanss, quando
voce tenton ter relacio sexmal com que
freqiiéncia fiol capaz de penetrar (enirar)

II.EEH.&FI-;!.D.'EIIE

ao tentel ter relacio sexnal
{h1ase SeIMDTE O SEOIpTe
A matona das vezes (Il mals gue A metade das vezes)

Algmreas vezes (aproximadaments 3 metade das vezes)
Poucas vezes (muto menos que a metade das vazes)
Chaase Qumca ou Dunca

4. Has ultimas quatto semanas, durante
uma relacic sexnsl com que Sagqiencia
voce foi capaz de manter sua eragio apos
ter penstrado (enTzdo) na sua parceira?

Bao teatei ter ralacio sexnsl

(Chiasie semple ou sEHIpTe

A maioria das vezes {muito mais gue a metade das vezes)
Alpmmas vezes (aproximadaments 3 metade das vezes)
Poncas vezes (mmuto menos que a metade das vazes)
{hizse QUDCA 00 DUDCE

5. Mas ultimas quamo semanss, dursnie

uma.rela-;m :&mal.uqumtufu—:mﬁu.l:

[Ara VOCE IMANIET S03 eTegdo ate o fm da
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Exremamente dificil

Muito dificil

Difacil

Pouco dificl

Mao dificil

§. Mas ultimas quatro semanas. quantas
veres vooe tentou ter Telacio sexmal?

Fao tenton
I-2 teniamyvas

11 ou mais rentamyvas

7. Mas nitmas quatro semanss, quando
voce tenton ter relacio sexmal com que
frequenciz ela fol satisfatoria para vocs?

Mio tentei tar ralacio sexnzl

Chiase sempTe ol SEmpre

A matoma das vezes (mnuie mais gue a metade das vezes)
Algmress vezes (aproximadaments 3 matade das vezec)
Poucas vezes (muto menos que a metzde das vezpes)
Chisse numed o0 Dumcd
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8. Mas ultimas quatro semanas, o quamic
vore sproveiton 8 relacio sexnal?

% Mao teve relagio sexnal

) Aprovelfon extremaments
i Aproveliow Dmite

1 Aproveiiou wm s

I Aproveliouw Dmite poaco

1 Mio aproveiton

0. Was nlfmss quamo semanss, quandos
vocE teve estimilacio sexnal on relagio
sesmeal com qual freqiéncia vocs teve
ums &faculacEo?

Y Mo teve estimnlacao sexual ou relagso sexmaal

} Quase sempre ou sempre

{ 1 A maioria das vezss (mnuio mais que 3 metade das vezes)
) Alsunss verss (aprocimadaments 2 metade das vezes)

[ 1 Powcas vezes {mmato menos gque a meizde das vazes)

3 Chinse DUDCa o DUDCE

1. Mas ultimss quamo semanas, guando
VoCe teve estimmiacio sexnal ou relacio
sexial com que Seqiencis voce wve a
sensacio de OrZEcmo COm 0 Sem
ejaculacio?

) Mio teve estimmlacio sexual ou relacio sexmaal

) Chasse semipre o SSIpre

1 A matoria das vezas {onuto mais que a metade das vezss)
I Alpwmas vezes {aproximadaments 3 metade das vezes)

11. Nas qisimss qusTo Semanss, Com que
freqiéncia voce sentide desejo
sl ”

12, Maz nlimas quamo semamas, o quanto
voce constderamiz o sen mivel de desejo
szl

13, Mas nlomas quatro semanzs de mado
gerzl, o quio satisfaito voce tem astado
Com s vida semmal?

| Z-riﬂdﬂadamente satisfeito

) Ienalments sansfeiio 2 insstisisito
1 Moderadaments insansfeito

3 MNuito meatsfeito

14. Ma: nldmss quatro semanss, de mods
zeral, o quio satisfaito vooe tam estado
Com o sen relzricnamanio saxual com a

SN parceirs’?

1 Muito sanisfeito

{1 Moderadamenie satisfeito

) Ignalmente safsfeito @ insatsisiog
1 Modersdsments insatsfeimn

3 Muito meatsfeito

15. Mas iliimas quafio semonas, Com
Vore consideraria 8 sus confiangs em
COTEZNAL ter & MANteT UIns eTeCsn?

3 Muito alia

1 Al

1 Moderada

) Baixa

) Muto baixs
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