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A disfunção erétil (DE) é uma doença que atinge milhões de homens em todo o 

mundo e tem sua prevalência 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 níveis de monofosfato cíclico de guanosina, 

melhorando assim a função erétil. O óxido nítrico (NO) é o principal responsável 

pela dilatação dos corpos cavernosos e consequente ereção peniana. 

Polimorfismos no gene da enzima sintase de NO endotelial (eNOS) foram 

mostrados estarem associados a formação de NO e suscetibilidade à DE. O 

objetivo do presente trabalho foi avaliar se marcadores genéticos e bioquímicos 

poderiam afetar a resposta ao tratamento com sildenafil em pacientes com DE. 

Polimorfismos no gene da eNOS (SNP na região promotora, T-786C; VNTR no 

intron 4, 4b4a; SNP no exon 7, Glu298Asp), marcadores da formação de NO 

(nitrito no sangue total) e estresse oxidativo (glutationa reduzida, FRAP, TBARS e 

proteínas carboniladas) foram utilizados para avaliar uma possível correlação com 

resposta terapêutica ao sildenafil em dois estudos. A função erétil de todos 

participantes foi avaliada utilizando o questionário Índice Internacitonal de Função 

Erétil (IIEF). No estudo de marcadores genéticos e resposta ao sildenafil foram 

selecionados 118 pacientes (63 pacientes com DE pós operatória e 55 pacientes 

com DE clínica) divididos em bons e maus respondedores ao sildenafil de acordo 

com a pontuação no IIEF. Foi observado neste estudo que a presença do alelo C 

para o polimorfismo T-786C em pacientes com DE pós operatória, e do alelo 4a 

para o polimorfismo 4b4a em pacientes com DE clínica, foi mais frequente em 

bons respondedores comparado aos maus respondedores ao sildenafil. Além do 

mais, em pacientes com DE pós operatória, o haplótipo constituído pelos alelos C 

4a Glu foi mais comum em bons respondedores comparados aos maus 

respondedores ao sildenafil. No estudo de marcadores bioquímicos e resposta ao 

sildenafil foram recrutados 44 pacientes e 28 homens saudáveis. Os 44 pacientes 

foram divididos em dois grupos: 26 pacientes com DE (grupo DE) e 18 pacientes 

com DE e diabetes mellitus do tipo II (grupo DE/DM). Os resultados do nosso 

estudo bioquímico sugerem que baixos níveis de NO em pacientes nos dois 
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grupos de DE clínica (grupo DE e grupo DE/DM) são benéficos em relação ao 

tratamento com sildenafil nesses pacientes. Além disso, baixo nível do marcador 

antioxidante FRAP mostrou ser melhor para resposta ao sildenafil em pacientes do 

grupo DE/DM. Em conclusão, nossos achados mostram que polimorfismos no 

gene da eNOS e marcadores da formação de NO e estresse oxidativo estão 

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

 

Palavras-chave: Disfunção erétil. Óxido nítrico. Estresse oxidativo. Sildenafil. 

Farmacogenética. 
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Erectile dysfunction (ED) affects millions of men around the world. Its 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-786C; 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 

T-786C 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 II 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 



 _____________________________________________________________________________ 

Abstract 

xiii 

 

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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1.1 – Ereção Peniana e Óxido Nítrico  

 

 A ereção peniana é considerada um fenômeno neurovascular que se inicia 

com estímulo neural e finaliza com eventos na vasculatura peniana. O pênis 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 expansão do corpo esponjoso. O tecido erétil cavernoso é 

composto pelos sinusóides, que são múltiplos espaços 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 são 

circundados pela albugínea, que é composta principalmente por fibras de 

colágeno tipo I e elastina [1] O suprimento sanguíneo para o pênis é feito pelas 

artérias pudendas internas direita e esquerda, que se ramificam em artérias 

cavernosas, enquanto que a drenagem venosa é feita principalmente por três 

sistemas: o superficial que drena o sangue da pele e do subcutâneo, o 

intermediário e o profundo que dreman o sangue dos corpos cavernosos [1, 2]. 

A ereção peniana inicia-se quando o sistema nervoso central atua 

integrando estímulos psicogênicos, tais como desejo, estímulos visuais e táteis, e 

inervações simpáticas e parassimpáticas do pênis. Os primeiros eventos após o 

estímulo parassimpático são o relaxamento de artérias cavernosas, de seus ramos 

helicoidais e do músculo liso trabecular que envolve os sinusóides. Esses eventos 

de relaxamento levam a um aumento da complacência dos corpos cavernosos e 

aumento do fluxo sanguíneo no tecido cavernoso por impulso da força da pressão 

arterial. O relaxamento e expansão do tecido erétil levam a um aumento da 

pressão intracavernosa, compressão e estiramento das veias subtúnicas e 

emissárias contra a albugínea, que por ser menos complacente dificulta a saída de 

sangue do pênis, mecanismo esse chamado de veno-oclusão que leva à rigidez 

peniana [1, 2]. 

O óxido nítrico (NO), um gás envolvido em muitos processos biológicos, 

como relaxamento de músculo liso e controle de agregação plaquetária, é o 
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principal responsável pelo relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos 

[3]. É formado pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS): NOS endotelial 

(eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzida (iNOS), a partir do aminoácido L-

arginina [3]. O NO é liberado inicialmente em nervos não adrenérgicos e não 

colinérgicos (NANC) e células endoteliais. Uma vez liberado, o NO se difunde até 

a célula do músculo liso do tecido cavernoso, ativa a enzima guanilato ciclase 

solúvel aumentando a produção de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), que 

por sua vez leva a diminuição de cálcio intracelular, relaxamento das células do 

músculo liso, vasodilatação e conseqüente tumescência peniana [1, 2, 4]. O GMPc 

diminui os níveis de íons cálcio intracelular por ativar a proteína quinase G (PKG). 

A PKG leva ao relaxamento do músculo liso ao bloquear os canais de cálcio, 

reduzindo então a entrada desse íon na célula e aumentando sua saída para o 

retículo sarcoplasmático, o que resulta no relaxamento do músculo liso cavernoso 

mediado por NO. O GMPc é hidrolisado em GMP (guanosina monofosfato) por 

ação da fosfodiesterase 5 (PDE-5), promovendo a detumescência peniana [1]. 

Por outro lado, durante o estado de flacidez peniana, há o predomínio da 

atividade da inervação simpática, principalmente por ação de noradrenalina e 

também por endotelina-1 (ET-1) agindo em receptores ET-A [1, 5], o que leva a 

uma contração arteriolar, dificulta o afluxo sanguíneo e mantém baixa a pressão 

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

 

1.2 – Disfunção Erétil 

 

Disfunção erétil (DE) é definida como a incapacidade de se obter e/ou 

manter uma ereção peniana que permita uma relação sexual satisfatória [6]. É 

uma condição clínica que afeta milhões de homens no mundo todo e tem sua 

prevalência aumentada com a idade [7]. A DE é atribuível a duas principais 

causas: psicológicas e orgânicas, ou ainda pode ter como causa a associação 

entre essas. Entre as causas orgânicas, a DE de origem vascular é a mais 

comum, sendo responsável pela maioria dos casos [6, 8]. Atualmente a DE vem 
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sendo utilizada como um marcador para identificar doenças cardiovasculares 

(DCV) silenciosas [8, 9], como a doença arterial coronariana (DAC), visto que a 

incidência de DAC e de doença arterial periférica (DAP) é maior em homens que 

apresentam DE [10]. Além do mais, a DE compartilha muitos fatores de risco com 

DCV, tais como hipertensão, tabagismo, obesidade, dislipidemia, diabetes e 

alcoolismo, os quais têm como denominador comum a disfunção 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 doença [12, 13]. 

Somado aos fatores acima mencionados, algumas classes de medicamentos 

prescritos rotineiramente (diuréticos, anti-hipertensivos, antidepressivos, 

hormônios entre outras) podem estar associadas com o surgimento da DE [6].  

Além disso, sabendo-se que a ereção peniana é dependente da integridade 

anatômica e funcional dos componentes envolvidos nos eventos neurovasculares, 

fatores que afetam esses componentes podem contribuir também para a 

patogênese da DE. Durante a cirurgia de retirada da próstata, denominada 

prostatectomia radical, podem ocorrer lesões de nervos cavernosos, o que em 

muitos casos leva a DE de causa neurogênica [14]. Imagina-se que a lesão de 

nervosos cavernosos cause um prejuízo na liberação de NO pelas fibras nervosas 

NANC, necessário para a ereção peniana [2, 14]. Sendo assim, a prostatectomia 

radical contribui para o número elevado de pacientes com DE. 

 

1.2.1 – Fatores de risco para Disfunção Erétil 

 

 A maioria dos fatores de risco para DE tem em comum com essa doença a 

disfunção endotelial. Como já foi mencionado, o endotélio e o NO são de 

fundamental importância para o mecanismo de ereção peniana. Apesar da 

disfunção no endotélio ser multifatorial, hoje sabe-se que o estresse oxidativo tem 

uma grande contribuição para este fenômeno [15, 16]. 
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Além do estresse oxidativo, outro fator que afeta a biodisponibilidade de NO 

[17-21] e tem uma associação com DE [22-30] são os polimorfismos no gene da 

eNOS. 

  

 

1.2.1.1 – Estresse Oxidativo e Disfunção Erétil 

 

O estresse oxidativo, classificado como o desequílbrio entre espécies pró-

oxidantes e antioxidantes [15], vem sendo mostrado estar associado à disfunção 

endotelial e consequentemente à DE [13, 31, 32]. Ocorre quando células são 

expostas a níveis elevados de espécies reativas de oxigênio (EROs). As EROs 

são formadas durante o metabolismo regular, devido à redução univalente da 

molécula de oxigênio. As moléculas conhecidas como superóxido (O2
-) são as 

mais importantes entre as EROs. Além dos superóxidos existem o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o ácido perclórico (HOCl) e os peroxinitritos (OONO-), que são 

outros radicais importantes implicados na fisiopatologia de doenças vasculares 

[33]. O endotélio vascular é a principal fonte para EROs, juntamente com as 

plaquetas e leucócitos [13, 33]. 

O NO, além de seus diversos papés biológicos, é um espécie reativa de 

oxigênio, que em condições fisiopatológicas pode contribuir para o estresse 

oxidativo [33]. A interação entre NO e EROs é um importante mecanismo 

implicado no processo fisiopatológico da DE. O NO interage com o superóxido 

para formar peroxinitrito, que também causa um relaxamento do músculo liso, 

porém é bem menos potente que o relaxamento causado pelo NO, sendo 

ineficiente nos tecidos cavernosos e podendo levar à DE. Além disso, o 

superóxido também é capaz de reduzir a biodisponibilidade de NO [13, 33], 

maneira pela qual também pode contribuir para DE. 

Em doenças como DM, o estresse oxidativo está exacerbado, sendo a causa 

de muitos dos sintomas dessa doença. O DM é considerado um fator de risco 

isolado para DE. Geralmente, o estresse oxidativo presente nessa doença leva a 
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uma piora da função endotelial e também causa neuropatia dos nervos 

cavernosos em homens diabéticos, sendo esta a possível causa da presença 

comum da DE em pacientes com DM [34]. 

 

 

1.2.1.2 – Polimorfismos de Óxido Nítrico Sintases e Disfunção Erétil 

 

Polimorfismos no gene da NOS vem sendo bastante estudados e 

associados com DE [22-30], entre outras doenças vasculares [35-44]. Como já foi 

mencionado, dentre as três isoformas da NOS, a eNOS apresenta polimorfimos 

que foram associados com DE.  

O gene da eNOS tem 21kb contendo 26 éxons e 25 íntrons e está 

localizado no cromossomo 7 na posição q35-36 (7q35-36) [43]. Os polimorfismos 

no gene da eNOS mais estudados são: SNP (Single Nucleotide Polymorphism) T-

786C na região promotora; VNTR (Variable Number Tandem Repeat) 4b4a no 

intron 4; SNP Glu298Asp no exon 7. O SNP T-786C no promotor, leva a uma 

alteração de uma timina (T) por uma citosina (C) na posição 786. Já foi 

demonstrada a funcionalidade deste SNP in vitro, sendo que o alelo C leva a uma 

diminuição de aproximadamente 50% da atividade transcricional do gene, devido à 

criação de um sítio de ligação de uma proteína repressora de transcrição (RPA-1) 

à região promotora [45]. Já foi mostrado também que a presença do alelo C está 

relacionado a menores níveis de NO derivado de plaqueta [19], e também já foi 

visto que este alelo é mais frequente em pacientes com DE comparado a homens 

saudáveis [22, 23]  

O polimorfismo do intron 4 da eNOS aparece como repetições de 27bp que 

ocorrem em número variável, adjacentes umas às outras. Existem dois alelos, 

alelo 4a e alelo 4b, que são encontrados com maior frequência nas populações. A 
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característica que difere estes alelos uns dos outros é a quantidade de repetições 

de 27pb, sendo que os indivíduos portadores do alelo 4a apresentam quatro 

repetições, enquanto que os indivíduos portadores do alelo 4b têm cinco destas 

repetições. Acredita-se que este polimorfismo atue na regulação da expressão da 

eNOS funcionando como repressor, podendo causar uma diminuição ou aumento 

da expressão do gene de acordo com o alelo presente. Apesar de não ter sido 

totalmente elucidada a maneira pela qual o polimorfismo do íntron 4 age na 

atividade e na transcrição da eNOS, estudos mostram que esse polimorfismo está 

possivelmente associado à formação de um pequeno RNA que interfere na 

expressão do gene da eNOS [46, 47]. Apesar de terem sido realizados vários 

estudos para avaliar a suscetibilidade de pacientes com estes polimorfismos à DE 

[22, 24, 28, 29, 48, 49], nenhum deles encontrou tal associação, somente Erkan e 

colaboradores (2006) notaram que indivíduos com DE e DM, mas não aqueles 

somente com DE, tinham uma maior frequência 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 posição 894 do gene, levando a uma 

substituição de um aminoácido glutamato (Glu) por um aspartato (Asp) na posição 

298 da proteína (Glu298Asp) [43]. Joshi e colaboradores (2007). verificaram que o 

variante Asp está associado a uma menor quantidade de eNOS contida em 

cavéolas da membrana plasmática, sustentando a hipótese de que menores 

conteúdos de eNOS nessas regiões da membrana resultam em atividade 

diminuída da enzima [50]. Além do mais, a presença do alelo Asp também foi 

associada a menor quantidade de NO plaquetário [19]. Em relação a DE, estudos 

em diferentes populações encontraram que a presença do alelo Asp leva a 

suscebilidade a essa doença [22, 25-30]. 

Com base no conhecimento dos marcadores genéticos, a associação dos 

mesmos incluídos em um haplótipo parece ser uma ferramenta mais precisa na 

elucidação da susceptibilidade a doenças do que a análise de marcadores 
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genéticos analisados isoladamente. Assim, a associação de alguns haplótipos 

pode contribuir mais efetivamente para elucidar a susceptibilidade de desenvolver 

uma doença comparado a análise de marcadores analisados individualmente [51]. 

Não existe até o momento nenhum trabalho que associou polimorfismos da 

nNOS e da iNOS à DE. Apesar disso, alguns trabalhos relacionam polimorfismos 

dessas isoformas a outras doenças, entre elas algumas de origem vascular [35, 

40]. 

 

1.2.2 – Tratamento da Disfunção Erétil 

 

Até 1998 as únicas formas de tratamento da DE consistiam na aplicação 

intracavernosa ou intrauretral de prostaglandina E1, bombas a vácuo ou prótese 

peniana [52]. A descoberta dos efeitos positivos do sildenafil em pacientes trouxe 

ao mercado a primeira opção 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 é o tratamento farmacológico por via oral [53]. 

O sildenafil pertence à classe das drogas inibidoras da fosfodiesterase tipo 

5 (iPDE5), juntamente com o tadalafil, o vardenafil e o lodenafil, e tem uma 

afinidade maior à PDE-5 do que a outros tipos de PDE, como PDE-4 ou PDE-3, o 

que explica a sua ação no tratamento da DE, já que a PDE-5 é a mais presente no 

corpo cavernoso [1]. O relaxamento do músculo liso é dependente de GMPc, logo 

a ação das PDE-5 favorece o estado contraído das células musculares Com a 

inibição da PDE-5 pelo sildenafil, ocorre um aumento na quantidade de GMPc 

disponível nas células, maximizando a sinalização responsável pelo relaxamento 

do músculo liso [54]  
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Embora o sildenafil seja uma das drogas mais utilizadas na prática clínica 

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 não tem 

uma resposta favorável a essa droga. Já na população de pacientes com DE e DM 

a porcentagem de pacientes não 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 o 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 já tenham 

sido descritos, são necessários mais estudos para elucidar as causas das 

respostas não favoráveis a essa droga.  
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Hipotetizando que os níveis de NO e o estresse oxidativo podem contribuir 

tanto para a severidade de DE quanto para a resposta ao sildenafil durante o 

tratamento desta doença 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 há associação entre resposta ao sildenafil com 

polimorfismos no gene da eNOS e haplótipos da eNOS  

- Segundo estudo: avaliar se há correlação da resposta ao sildenafil e severidade 

da DE com parâmetros da formação de NO e de estresse oxidativo. 
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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 (IIEF) 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 
1
 and diabetes mellitus (DM) 

2
. A 

major cause of organic ED is vascular dysfunction 
3,4

, which may be promoted by oxidative stress 

and impaired nitric oxide (NO) bioavailability
5,6

. Indeed, these pathogenic alterations have been 

shown in ED 
7-9

, and ED manifests earlier than other symptoms in patients with DM 
10

, possibly as a 

consequence of vascular dysfunction
11

. 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
12,13

. 

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 
13,14

. 

Although sildenafil is currently the first choice treatment for most ED patients 
13

, approximately 

35% of the patients fail to respond
15,16

. Patients with ED associated with DM have impaired 

vascular function and consequently are less responsive to PDE-5 inhibitors 
17,18

. 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)
19

, and the concentrations of oxidative stress markers (ferric 

reducing ability of plasma, reduced glutathione, thiobarbituric acid reactive substances, and 

protein carbonyl levels)
20-22

 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 

results of International Index for Erectile Function (IIEF) questionnaire 
23,24

 with scores < 26. These 

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-IIEF) 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 
25

, 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 

26,27
. Briefly, 200µL 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 
21

. Briefly, 100µL 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 (HCl). 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 µmol/L. 

Measurement of plasma carbonyl protein 

 The levels of carbonyl groups in plasma proteins were determined following a 

standardized method 
20

. Briefly, 100 µL of plasma samples were placed in two tubes as test and 

control. 400 µL of 10 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) were added to  test tubes, whereas 

400 µL 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 µL 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 µL of 10% TCA once and with ethanol/ethyl acetate 

(1:1 v/v) three times. The pellets were suspended in 500 µL 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 
28

. 

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. 300µL 

of FRAP reagent was placed in tubes with 10µL of samples. A standard curve was obtained using 

dilutions of ferrous sulfate. Aliquots of 200µL 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
22

. Samples of 25 µL 

of plasma, distilled water, or standard curve dilutions were added to 1000 µL of Tris-

ethylenediaminetetraacetic acid (Tris-EDTA), and absorbance of the final mixtures was quantified 

at 412 nM in sa pectrophotometer.  Then, 25 µL 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 (ΔIIEF%) or degree of 

ED (IIEF) 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 (ΔIIEF %), 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-IIEF 

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
29

, and impaired NO formation may affect the different stages of penile erection
30-32

. 

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 
12,29,33

. Interestingly, while we found no significant differences in whole blood 

nitrite concentrations, this marker of endogenous NO formation
34,35

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 

markers affecting endogenous NO formation 
27,36

 may modify the responses to drugs that 

upregulate the NO-cGMP pathway 
19,37,38

, including sildenafil 
39

. Together, these findings suggest 

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
8,10

. This may explain why we found worse antioxidant status (lower 

FRAP) in the ED/DM group. Interestingly, FRAP correlated negatively with responsiveness to 

sildenafil, and it is possible that antioxidant effects exerted by sildenafil 
40-42

 may have contributed 

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
43,44

. 

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 
45

.  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) 54.4 ± 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/m2) 26.4 ± 4.1 28.4 ± 5.3 28.9 ± 4.5 

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 38.8 ± 7.2  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) 35.4 ± 6.2 30.9 ± 5.7 32.1 ± 8.4 
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 7.4 ± 1.4 5.8 ± 2.2* 6.5 ± 2.3 
     IS 10.5 ± 4.2 4.7 ± 4.2* 5.0 ± 4.6* 
     GS 8.4 ± 2.0 4.3 ± 2.2* 4.3 ± 2.8* 
FRAP (µmol/L) 1143.0 ± 227.2 1083.0 ± 189.4 936.0 ± 185.4* 
GSH (mmol/L) 398.2 ± 72.5 473.1 ± 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 
BMI=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=Orgasmic 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  

 
 
ΔIIEF(%)=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-IIEF=five-item version of International Index for Erectile Function; FRAP=ferric 
reducing ability of plasma; GSH=reduced glutathione; TBARS=thiobarbituric acid 
reactive substance. 
*P<0.05 (spearman correlation, rs) 
 
 

 

ΔIIEF (%) 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 

5-IIEF  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 
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O sildenafil mantém-se há vários 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 necessários estudos que esclareçam essa diferença na resposta. Desta 

maneira, esse trabalho foi realizado para avaliar se marcadores bioquímicos e 

genéticos poderiam se associar a resposta ao sildenafil em pacientes com DE. 

Para realizar tais avaliações, este trabalho foi dividido em dois estudos, estudo 1 

em que foram analizadas a associação de marcadores genéticos e a resposta ao 

sildenafil e estudo 2 em que foram avaliadas as correlações de marcadores 

bioquímicos 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 pós 

operatória (prostatectomia radical) e DE clínica; (b) Haplótipos da eNOS afetam a 

resposta ao sildenafil em pacientes com DE pós operatória; (c) Baixos níveis de 

NO são correlacionados a melhor resposta ao sildenafil em pacientes com DE 

clínica. Este foi o primeiro trabalho que mostra a relação de marcadores 

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

Em ambos os estudos a DE foi diagnosticada por avaliação clínica realizada 

por um urologista. Ao serem recrutados para o estudo, os participantes foram 

submetidos a um questionário para avaliar a função erétil: o quinto domínio do 

Índice Internacional de Função Erétil (IIEF-5). O IIEF é um questionário que vem 

sendo amplamente utilizado para diagnóstico complementar de DE, para avaliar o 
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grau da doença e também para avaliar a resposta ao tratamento de DE. É um 

questionário dividido em 5 domínios: função erétil (FE ou IIEF-5), função 

orgásmica, desejo sexual, satisfação no intercurso, satisfação geral. O domínio 

função erétil, ou quinto domínio (IIEF-5), é composto por 6 perguntas e foi utilizado 

neste trabalho e em demais estudos para avaliar a função erétil e a resposta ao 

sildenafil nos participantes. A pontuação do IIEF-5 pode variar de 1 a 30, sendo 

que homens com IIEF-5 ≥ 26 são considerados com função erétil normal, 

enquanto que aqueles que obtem um IIEF-5 < 26 são considerados com algum 

grau de DE [58, 59]. De acordo com o IIEF-5 a severidade da DE é classificada 

em 5 estágios: 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 (FE de 1 a 

10) [60]. Neste trabalho pacientes com DE pós operatória foram mais frequentes 

no grupo dos que não mudaram de estágio de DE após o uso do sildenafil, 

comparados aos pacientes com DE clínica [Anexos. Pag. 82. Figura 1(A)]. Da 

mesma maneira, entre os dois subgrupos de DE clínica selecionados para o 

segundo estudo, os pacientes com DE e DM (grupo DE/DM) foram mais 

frequentes no grupo que não mudou de estágio 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 mínimo 8 vezes, na dose de 

50 ou 100mg, segundo critério médico, responderam ao IIEF-5 antes e após o 

ínicio do uso desse iPDE-5. A determinação da resposta ao sildenafil foi realizada 

de acordo com a porcentagem da diferença na pontuação obtida após o uso do 
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sildenafil (IIEF pós sildenafil) subtraída da pontuação obtida antes do uso do 

sildenafil (IIEF pré sildenafil), obtendo então o delta percentual de resposta ao 

sildenafil [ΔIIEF-5 (%)]. 

No primeiro estudo avaliamos se marcadores genéticos afetam a resposta 

ao sildenafil. Para isso selecionamos 118 homens com diagnóstico médico de DE, 

separados em dois grupos: 55 homens com DE clínica ou orgânica, que tinham 

DE por motivos como DM entre outros; 63 pacientes com DE pós-operatória, 

consequente à prostatectomia radical. A prostatectomia é o tratamento de escolha 

do câncer de próstata localizado, sendo que uma de suas possíveis consequência 

é a DE, devido principalmente a possiblidade de lesão de nervos cavernosos 

durante a processo cirúrgico, entre outros fatores intrínsecos à essa cirurgia que 

podem prejudicar a ereção peniana [2, 14]. Sendo assim a DE causada por 

prostatectomia radical seria fundamentalmente de ordem neurogênica. Por outro 

lado, a DE clínica ou cirúrgica, causada por DM entre outros tem como causa 

fundamental a disfunção endotelial [61]. Os pacientes foram separados nesses 

dois grupos, pois a etiologia de base da DE pode alterar a resposta ao tratamento 

dessa doença. 

Neste primeiro estudo os pacientes foram separados em bons 

respondedores (BR) e maus respondedores (MR) ao sildenafil de acordo com 

seus valores de ΔIIEF-5(%). Pacientes com  ΔIIEF-5(%) maior que a mediana do 

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

ΔIIEF-5(%) na mediana não foram considerados para as análises subsequentes.  

Como já mencionado, o NO é de fundamental importância para a ereção 

peniana [1] e seus níveis podem ser afetados por alguns fatores, entre eles 

polimorfismos no gene da isoforma eNOS, uma das resposáveis pela produção do 

NO que age no mecanismo de ereção.  

No presente estudo encontramos que pacientes com DE pós-operatória 

portadores do alelo C são mais frequentes no grupo de BR comparados aos MR 

ao sildenafil O genótipo CC do SNP T-786C na região promotora da eNOS, 

associado em estudos anteriores a uma menor taxa transcricional de RNAm de 

eNOS [45] e menores níveis de NO plaquetário [19], foi associado também com 

DE [22, 23], além de outras doenças como a hipertensão [36]. Além disso, células 

endoteliais com o genótipo CC responderam melhor a fluvastatina comparadas as 

portadoras do genótipo TT, apresentando maiores níveis de RNAm para eNOS 

[62]. Nagassaki e colaboradores (2006) mostraram que indíviduos saudáveis e 

com genótipo CC respondem melhor a atorvastatina, resposta medida pelo 

aumento dos níveis 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 T-786C da região promotora da eNOS, que já foi 

mostrado ser associado a menores níveis de NO, levar à suscetibilidade à DE e 

outras doenças, e melhorar a resposta ao enalapril e estatinas, foi associado no 
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presente estudo à melhor resposta ao sildenafil em pacientes com DE pós 

operatória. 

Quanto ao polimorfismo no intron 4, neste estudo observamos que 

pacientes com DE clínica portadores do alelo 4a responderam melhor ao sildenafil 

comparados aos portadores do alelo 4b. Como já foi mencionado, na presença do 

alelo 4b há maior produção de um pequeno RNA de interferência [46, 47], o que 

poderia causar uma menor produção de NO nos portadores do alelo 4b. Apesar de 

sua implicação funcional, o VNTR no intron 4 não foi associado à DE em estudos 

anteriores. Porém, Peskircioglu e colaboradores (2007) mostraram que a presença 

do alelo 4a foi associada a melhor resposta ao sildenafil comparado ao alelo 4b 

em pacientes com DE independente da etiologia [56], o que reflete os resultados 

que encontramos no grupo de DE clínica, mas não no grupo com DE pós-

operatória. O fato de diferentes polimorfismos afetarem a resposta ao sildenafil 

nos dois grupos de DE fortalece a hipótese que a fisiopatologia das doenças 

influencie na resposta ao tratamento desta doença.  

O terceiro polimorfismo do gene da eNOS aqui estudado foi o SNP no exon 

7, que pela substituição de uma guanina por uma timina na posição 894 do gene 

(G894T) leva a substituição de um glutamato por aspartato no resíduo 298 da 

proteína (Glu298Asp). Estudos funcionais mostram que a presença do alelo Asp 

leva a uma menor disponibilidade de eNOS na cavéola e consequente ligação à 

caveolina, processo esse fundamental para a atividade da eNOS [50]. No presente 

estudo, observamos no grupo de pacientes com DE pós-operatória que MR ao 
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sildenafil tiveram uma frequência maior do genótipo GluAsp comparado ao GluGlu. 

Da mesma maneira que para os outros dois polimorfismos da eNOS já citados, 

essa diferença foi observada somente em um dos grupos de DE, no grupo DE pós 

operatória. Além do mais, como não encontramos associação de alelo com a 

resposta ao sildenafil, não sabemos qual deles está relacionado à melhor ou pior 

resposta ao sildenafil nesses pacientes. Por outro lado, Eisenhardt e 

colaboradores (2003) mostraram que pacientes portadores do genótipo GluGlu, 

com DE e comorbidades cardiovasculares apresentaram melhor resposta ao 

sildenafil comparados a outros genótipos [55], o que não foi visto quando somente 

os pacientes com DE sem comorbidades cardiovasculares foram avaliados.  

Como já foi mencionado, a análise de haplótipos é uma abordagem melhor 

comparada a avaliação de polimorfismos isolados. Esse trabalho é o primeiro a 

avaliar haplótipos de eNOS com relação a resposta ao sildenafil em pacientes com 

DE. Observamos que portadores do haplótipo formado pela combinação dos 

alelos C 4a Glu (H6) foram mais frequentes no grupo de indivíduos BR aos MR ao 

sildenafil. Essa diferença foi observada somente no grupo de indíviduos com DE 

pós operatória. Além do mais, nesse grupo observamos que o haplótipo composto 

pelos alelos T 4b Asp (H3) parece ser mais comum em MR comparados a BR ao 

sildenafil, porém essa diferença significativa não permaneceu após corrigirmos a 

análise para os seis possíveis haplótipos (correção de Bonferroni). Da mesma 

maneira que para os resultados dos polimorfismos analizados separadamente, 

nessa análise não observamos os mesmos resultados nos dois grupos de DE: 



_____________________________________________________________________________ 

Discussão 

62 

 

clínica e pós-operatória. Interessamente, observamos que os haplótipos mais 

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

Esse estudo tem como principais achados: (a) em pacientes com DE pós-

operatória: o alelo C para o polimorfismo T-786C na região promotora e o haplótipo 

C 4a Glu estão associados com melhor resposta ao sildenafil; (b) em pacientes 

com DE clínica: o alelo 4a para o polimorfismo 4b4a no intron 4 da eNOS está 

associado a melhor resposta ao sildenafil; (c) o genótipo GluAsp tem uma 

pequena participação na resposta ao sildenafil em pacientes com DE pós-

operatória.  

Os resultados do estudo 1  podem contribuir para perspectivas de 

tratamentos diferenciados a pacientes com DE maus respondedores ao sildenafil. 

Porém, vários 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 influência dos medicamentos 

na resposta ao sildenafil nos dois grupos de DE. Foi observado que 

hipoglicemiantes orais, β-bloqueadores, IECAs (inibidores da enzima conversora 

de angiotensina), diuréticos tiazídicos, bloqueadores de canais de cálcio, 

hipocolesterolemiantes orais e antiagregantes plaquetários influenciam na 

resposta ao sildenafil nos pacientes deste estudo [Anexos. Pag. 83. Figura 2 (A) e 

2 (B)]. Algumas classes de fármacos, como os IECAs e hipocolesterolemiantes, 

influenciaram a resposta ao sildenafil de maneira contrária 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, não sabemos qual é a real influência 

dos medicamentos, assim como da doença para a qual o farmáco foi indicado, na 

resposta ao sildenafil em pacientes com DE. 

Além do mais, já foi observado em estudos anteriores que, de acordo com a 

etnicidade dos participantes, há uma distribuição diferente para genótipos e 

haplótipos dos polimorfismos da eNOS aqui estudados [43, 65]. Porém no 

presente estudo, quando comparamos indivíduos brancos e negros (classificados 

por auto-definição), não observamos diferença na resposta ao sildenafil. (Anexos. 

Pag. 84. Figura 3). 

No segundo estudo aqui apresentado, no qual avaliamos a correlação de 

marcadores bioquímicos relacionados ao NO e resposta ao sildenafil em pacientes 

com DE, recrutamos 44 homens com diagnóstico de DE clínica ou orgânica 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). É conhecido que pacientes com DE/DM tem estresse oxidativo mais 

exacerbado do que pacientes com DE sem DM [12, 13]. Desta maneira, a divisão 

no grupo de DE clínica foi realizada para testarmos a hipótese do estudo sem 

possíveis interferentes de diferentes graus de estresse oxidativo. Além do grupo 

de DE clínica, 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 função erétil de todos os 
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participantes deste estudo foi avaliada utilizando o questionário 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 pontuação no IIEF-5 e a porcentagem do ΔIIEF-5, 

respectivamente.  

Quando analizamos as características clínicas destes participantes, 

observamos que o grupo DE/DM apresentou níveis 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 hipertensão, comparados ao 

grupo controle. Diabetes e hipertensão tendem a ocorrer concomitantemente, e 

são comorbidades comumente associadas à DE [31], sendo assim, esperávamos 

que nos grupos de pacientes com DE houvesse um maior número de pacientes 

com hipertensão comparado ao grupo controle, em que um dos critérios de 

inclusão foi a não utilização de medicamentos. Para as análises da correlação de 

marcadores bioquímicos com resposta ao sildenafil e grau de severidade de DE, 

somente os pacientes dos grupos de DE foram considerados. A correlação foi 

analizada em cada subgrupo de DE clínica individualmente (DE e DE/DM), e 

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

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

marcador de formação de NO. As características do NO, gás altamente 
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lipossolúvel e instável, dificultam sua medida [3]. Assim sendo, a maneira mais 

comumente utilizada para medir NO é a quantificação de seus principais 

metabólitos: nitrato e nitrito [66]. A utilização do nitrato plasmático como marcador 

de formação de NO vem sendo bastante questionada devido a alta concentração 

basal de nitrato no plasma dificultar pequenas alterações de biodisponibilidade de 

NO [67] e também pela concentração de nitrato ser influenciada por fatores como 

sua formação a partir de bactérias na saliva e no intestino [3, 67]. Desta maneira, 

o nitrito vem sendo utilizado como um melhor marcador da formação de NO 

endógeno, visto que está relacionado à atividade de NOS [68].  

Neste estudo não observamos nenhuma diferença nos níveis de nitrito no 

sangue total quando comparamos os três grupos (controle, DE e DE/DM), da 

mesma maneira que não encontramos uma correlação entre os níveis de nitrito e 

grau de DE nos pacientes. Entretanto, quando analizamos a correlação desse 

marcador de formação de NO e resposta ao sildenafil [ΔIIEF-5(%)] nos pacientes 

com DE, observamos que há uma correlação negativa deste com a resposta ao 

sildenafil nos diferentes grupos analizados. Esse resultado nos mostra que, apesar 

dos níveis de nitrito no sangue total não diferir entre os grupos de DE e controles 

saudáveis, quanto menor o nível de nitrito melhor a resposta ao sildenafil em 

pacientes com DE clínica, com ou sem DM. Sabendo da importância do NO na 

ereção peniana e DE, esperávamos encontrar uma diferença nos níveis de nitrito 

entre os grupos doentes e saudáveis e também uma correlação significativa entre 

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

mencionado, parece interferir na resposta ao sildenafil.  

A correlação negativa de nitrito e resposta ao sildenafil pode ser devido a 

uma dessenssibilização da via NO/GMPc na presença de menores níveis de nitrito 

que levaria a uma melhor ação do sildenafil nesses pacientes [69, 70]. Portanto, 

apesar do NO ser de fundamental importância para a ereção peniana, quando 

pacientes tem DE e fazem uso do sildenafil, os melhores beneficiados quanto ao 

seu efeito são aqueles que apresentam menores níveis de nitrito. 

Utilizamos também dois marcadores de estresse oxidativo para 

correlacionar à resposta ao sildenafil e ao grau de DE: espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) [71, 72] e proteínas carboniladas [73]. Como foi visto, 

esses marcadores não mostraram estar diferentes nos grupos de DE e controle, 

assim como não se correlacionou à resposta ao sildenafil e nem ao grau de DE.  

Sabe-se que pacientes com DE clínica, em que geralmente há disfunção 

endotelial, há um aumento na peroxidação lipídica. O TBARS e proteínas 

carboniladas são técnicas utilizadas para avaliar a peroxidação lipídica e a 

carbonilação de proteínas, respectivamente. Ambas são marcadoras de estresse 

oxidativo e já se mostraram alteradas em outros estudos comparando pacientes 

com DE à indivíduos saudáveis [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 
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nessas medidas, podendo mascarar alguma diferença nos níveis basais e também 

na correlação 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 redução do ferro (FRAP) [74]. Assim como esperávamos, 

encontramos menores níveis de FRAP nos pacientes com DE/DM comparado aos 

controles, porém isso não foi observado quando comparamos o grupo DE ao 

grupo controle. Acreditamos que assim como o estresse oxidativo, a função 

antioxidante do grupo DE/DM seja mais exacerbada quando comparada a 

pacientes com DE sem comorbidades. Por outro lado, níveis 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 plasmáticos. Nos dois grupos 

de pacientes aqui estudados, existem usuários de medicamentos anti-

hipertensivos e hipoglicemiantes. Como já mencionado, algumas classes desses 

medicamentos têm efeito antioxidante [77, 78] o que poderia afetar as medidas 

aqui realizadas. Dessa maneira, esses resultados devem ser avaliados levando 

em consideração as limitações desses grupos de estudos. Similarmente, o efeito 

de medicamentos utilizados pelos pacientes deste estudo podem ter mascarado 

correlações significativas dos marcadores antioxidantes aqui estudados e o grau 

de DE. Ao contrário do GSH que também não se correlacionou significativamente 

com a resposta ao sildenafil, o FRAP mostrou uma correlação negativa somente 



_____________________________________________________________________________ 

Discussão 

68 

 

no grupo DE/DM, porém não foi acompanhado por diferença significativa nos 

outros grupos. A correlação negativa encontrada entre FRAP e resposta ao 

sildenafi nos sugere que quanto menor o poder antioxidante, e consequentemente 

menos NO disponível, melhor a resposta ao sildenafil em pacientes com DE/DM. 

Sabe-se que na presença de baixo poder antioxidante e consequente aumento do 

estresse oxidativo, há formação de EROs que na presença de NO pode levar a 

formação de peroxinitrito, entre outros, piorando assim a ereção peniana e talvez a 

resposta ao sildenafil. Possivelmente essa correlação foi significativa somente 

neste grupo, devido ao menor poder antioxidante no grupo de DE estar mais 

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

O estudo 2 traz como principais achados que (a) o nitrito, um marcador de 

formação de NO, é inversamente correlacionado com resposta ao sildenafil em 

pacientes com DE clínica, 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 formação de NO e estresse oxidativo não 

tem correlação com a severidade de DE. Sendo assim, esse estudo contribui de 

uma maneira geral para a idéia que marcadores bioquímicos relacionados ao NO 

influenciam na resposta ao sildenafil. 

Para sabermos a influência dos polimorfismos e haplótipos da eNOS na 

concentração de nitrito no sangue total, realizamos testes comparando 43 

pacientes com DE clínica que foram selecionados para o estudos 1 e 2. Não 

encontramos nenhuma associação dos genótipos, alelos e haplótipos dos três 



_____________________________________________________________________________ 

Discussão 

69 

 

polimorfismos estudados (T-786C na região promotora, 4b4a no intron 4, 

Glu298Asp no exon 7 da eNOS) e níveis de nitrito no sangue total. (Anexos. Pag. 

85, figura 4. Pag. 86, figura 5). Estudos clínicos anteriores, mostram que níveis de 

nitrito associam-se somente com haplótipos, e que essa associação é diferente 

dependendo da população. Por exemplo, em indivíduos saudáveis, o haplótipo 

composto pelos alelos C 4b Glu foi mostrado diminuir níveis de NOx (nitrato + 

nitrito) [17] e também de nitrito [20]. Esse mesmo haplótipo foi associado a 

maiores níves 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 níveis de nitrito influenciarem na 

resposta ao sildenafil em pacientes com DE, essas duas variáveis devem ser 

consideradas de maneiras independentes quando analizamos a população de 

indivíduos com DE selecionados para este estudo. 
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 Em conclusão, nós encontramos que diferentes polimorfismos no gene da 

eNOS afetam a resposta ao sildenafil em pacientes com DE pós operatória e 

clínica, que haplótipos da eNOS afetam a resposta ao sildenafil em pacientes com 

DE pós operatória e que baixo níveis de NO são correlacionados a melhor 

resposta ao sildenafil em pacientes com DE clínica. De maneira geral, foi possível 

concluir a partir dos resultados dos dois estudos aqui apresentados que 

marcadores genéticos e bioquímicos relacionados ao NO influenciam a resposta 

ao sildenafil em pacientes com DE.  
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Figura 1 – Mudança de estágio de DE após o uso do sildenafil. (A) Pacientes do 
estudo 1: grupo DE pós operatória e DE clínica. (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 – Influência de medicamentos na resposta ao sildenafil. (A) Pacientes 
com DE pós operatória. (B) Pacientes com DE clínica. *P<0,05 (Teste do qui-
quadrado). 
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Figura 3 – Diferenças interétnicas e resposta ao sildenafil (ΔIIEF(%)) em 
pacientes com DE pós operatória (A) e DE clínica (B). *P<0,05 (Teste T). 
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Figura 4 – Níveis de nitrito no sangue total entre os genótipos e alelos dos 
polimorfismsos no gene da eNOS: (A)(B) T-786C na região promotora, (C)(D) 4b4a 
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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Figura 5 – Níveis de nitrito no sangue total entre haplótipos da eNOS. H1 (T 4b 
Asp), H2 (T 4b Glu), H4 (T 4a Glu), H5 (C 4b Asp), H6 (C 4b Glu), H8 (C 4a Glu). 
*P<0,05 (One-way ANOVA). 
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