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RESUMO

PEREIRA, V. C. R. Influéncia de tratamento de comorbidades sobre o sucesso
da terapia da disfuncédo erétil: foco na via do oOxido nitrico. 2020. 96 f.
Dissertacao (Mestrado em Farmacologia) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

A disfuncéo erétil (DE), definida como a inabilidade persistente em obter e/ou
manter uma erecdo que permita desempenho sexual satisfatério, pode afetar a
saude em seus aspectos fisicos e psicossociais, € ter impacto importante na
qualidade de vida dos portadores e de seus parceiros. A enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) utiliza L-arginina como substrato para sintetizar éxido nitrico (NO),
que medeia o relaxamento da musculatura lisa vascular por meio de uma cascata de
reagoes. A producdo de NO pode ser inibida por substancias endégenas como
ADMA, SDMA e L-NMMA. A via alternativa de degradacao da L-arginina depende de
enzimas conhecidas como arginases. Diversos tratamentos farmacoldgicos
impactam esta via e podem afetar o sucesso da terapia com inibidores de
fosfodiesterase tipo 5.

Investigamos a influéncia do diabetes mellitus (DM), do uso da insulina e dos
farmacos omeprazol e alopurinol sobre o risco para DE e sobre a resposta ao
tratamento com sildenafil em amostras oriundas de biorrepositério. Foi possivel
observar que, de forma geral, as concentragcdes de nitrito estdo maiores nos
portadores de DE; a presengca do DM tem impacto negativo na funcao erétil; e,
ainda, que as tendéncias dos indicadores estudados sdo opostas quando
comparamos 0s grupos que utilizam omeprazol ou alopurinol.

Palavras-chave: disfungcdo erétil, inibidores da fosfodiesterase do tipo 5,

dimetilarginina assimétrica, 6éxido nitrico.



ABSTRACT

PEREIRA, V. C. R. The influence of cornorbidity treatments on the success of
erectile dysfunction therapy: focus on nitric oxide pathway. 2020. 96 f.
Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Erectile dysfunction (ED), defined as the persistent inability to obtain and/or
maintain an erection that permits satisfactory sexual performance, can affect health
in its physical and psychosocial aspects, and it has an important impact on the
quality of life of patients and their partners. The enzyme nitric oxide synthase
endothelial (eNOS) uses the amino acid L-arginine as a substrate to synthesize nitric
oxide (NO), which mediates the relaxation of vascular smooth muscle through a
cascade of reactions. NO production can be inhibited by endogenous substances
such as ADMA, SDMA and L-NMMA.. The alternative L-arginine degradation pathway
depends on enzymes known as arginases, culminating in the production of L-
ornithine and urea. Several pharmacological treatments impact this pathway and may
affect the success of the therapy with phosphodiesterase 5 inhibitors.

We investigated the influence of diabetes mellitus (DM), the use of insulin and
the drugs omeprazole and allopurinol on the risk of ED and on the response to
treatment with sildenafil in samples from a biorepository. It was possible to observe
that, in general, nitrite concentrations are higher in ED patients; the presence of DM
has a negative impact on erectile function; and, furthermore, that the trends of the
studied indicators are opposite when we compare the groups that use omeprazole or
allopurinol.

Keywords: erectile dysfunction, type 5 phosphodiesterase inhibitors,

asymmetric dimethylarginine, nitric oxide.
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INTRODUCAO

1. Disfungéo erétil (DE)

Disfuncéo erétil (DE) é definida como a inabilidade persistente em obter e/ou
manter uma erecao que permita desempenho sexual satisfatério [1-3]. Essa
condicdo pode afetar a saude em seus aspectos fisicos e psicossociais, e ter
impacto importante na qualidade de vida dos portadores e de seus parceiros [2-5]
Estudos demonstram que homens afetados pela disfuncdo erétil estdo mais
propensos a insatisfacéo fisica e emocional, além de uma diminuicido da qualidade
geral de vida [2-6].

De acordo com o European Male Aging Study, cerca de 30% dos homens
entre 40 e 79 anos apresentam DE moderada a severa [2], enquanto outro estudo
(Massachusetts Male Aging Study) mostra que 52% dos participantes, com idades
entre 40 e 70 anos, relatam algum grau de DE (leve, moderada ou severa) [7]. Um
estudo conduzido no Brasil com homens maiores de 18 anos descreve uma
prevaléncia de 45,1% de DE [4]. A severidade da disfungao erétil aumenta com a
idade: o grau moderado aumenta de 17 a 34% dos 40 aos 70 anos, enquanto o
severo, de 5 a 15% nessa mesma faixa etaria [7].

A eregédo tem componentes reflexos e psicogénicos em sua génese. Estima-
se que mais de 80% dos casos de disfungéo erétil tenham origem orgénica, e nao
psiquica, como se pensava no passado [8].

De forma geral, os exames comumente usados para auxiliar no diagndstico
da disfuncéo erétil incluem testes de colesterol e glicemia, que avaliam fatores de

risco para a doenga, e exames de imagem - o ultrassom doppler peniano, que
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fornece informagdes importantes a respeito das condi¢des dos vasos sanguineos do
orgao [3, 8, 9. Uma forma de avaliar a presenca e o grau de disfungédo erétil
consiste na aplicacdo do I|IEF (International Index of Erectile Function), um
questionario com quinze itens e cinco dominios da fungdo sexual (fungao erétil,
funcdo orgasmica, desejo sexual, satisfacdo sexual e satisfacdo geral). As
pontuacgdes nos itens vao de zero ou um a cinco [10, 11]. Quanto menor a pontuagao
em cada item, pior a funcao estudada, isto é, pacientes com graus mais sérios de

DE apresentam menores pontuagdes [10, 11].

2. Fisiologia da erecao e fisiopatologia da DE

O pénis é um 6rgao que possui basicamente trés fung¢des: urinaria, sexual e
reprodutiva. Ele apresenta trés estruturas cilindricas: dois corpos cavernosos, e um
corpo esponjoso, que circunda a uretra. Os corpos cavernosos possuem duas
porcdes: uma proximal, ou posterior, fixa no perineo, e outra distal, ou anterior, livre
[12]. A base do corpo esponjoso é circundada pelo musculo bulbocavernoso, e as
dos corpos cavernosos, pelos musculos isquiocavernosos. Esses musculos estido
envolvidos na ejaculagao e na fase rigida da eregéo [13, 14].

O processo de erecdo pode ser dividido em seis fases: flacidez, enchimento,
tumescéncia, eregcdo completa, rigidez e detumescéncia. O estado flacido
caracteriza-se por baixo influxo de sangue e baixa presséo intracavernosa. Nesse
momento, o0s musculos isquiocavernoso e bulbocavernoso estdo relaxados,
enquanto o musculo liso trabecular do pénis encontra-se contraido. O tonus desse
musculo é controlado por uma combinagcdo de ativagdo adrenérgica, controle

miogénico e fatores contrateis derivados do endotélio, como endotelinas e
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prostaglandina [15, 16]. Quando o mecanismo de erecdo € iniciado, o sistema
nervoso autbnomo parassimpatico envia sinais excitatérios ao pénis por meio de
fibras eferentes localizadas na parte sacral da medula espinhal, especificamente
entre S2 e S4. O musculo liso vascular das artérias helicinais e cavernosas relaxa,
direcionando o fluxo sanguineo para os espacos lacunares (também conhecidos
como trabéculas ou sinusoéides) [16, 17]. E importante ressaltar a relevancia da
artéria pudenda interna, a principal responsavel pelo suprimento sanguineo dos

corpos cavernosos [18].

Figura 1.0.1: Anatomia e mecanismo da erecéo peniana
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Fonte: Fazio, L.; Brock, 2004 [19].
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Na tumescéncia, a compressao das veias subtunicas pela tunica albuginea
causa redugao do efluxo venoso (mecanismo de veno-oclusdo), o que ocasiona
alongamento e aumento de volume do pénis, sem, entretanto, grande aumento da
pressao intracavernosa [16, 17]. Durante a eregdo completa, a pressao
intracavernosa aumenta rapidamente, e na fase rigida da erecédo, ultrapassa a
pressao arterial diastdlica, o que permite que o influxo sanguineo ocorra durante a
fase sistolica do pulso e possibilita uma rigidez completa. A contragdo dos musculos
isquiocavernoso e bulbocavernoso durante a ejaculagdo também causa aumento na
pressao intracavernosa [16, 17].

A detumescéncia é mediada pelo sistema nervoso autbnomo simpatico, por
meio de nervos que emergem do segmento téraco-lombar da medula, de T10a L2. A
contracdo do musculo liso do pénis e das artérias penianas ocasiona a diminuicao
do sangue nos espacos lacunares, e a contracdo do musculo liso trabecular leva ao
colapso das trabéculas e a detumescéncia [20].

O o6xido nitrico (NO), liberado pelo endotélio e pelas terminagdes nervosas
parassimpaticas, € o principal mediador envolvido na ereg¢ao [17]. Resumidamente, o
relaxamento do musculo liso cavernoso leva ao ingurgitamento dos sinuséides (isto
€, essas estruturas enchem-se de sangue), e ocasiona a compressao de veias
subtunicas entre as trabéculas e a tunica albuginea, causando a oclusédo do retorno
vVenoso - o que culmina na eregéo [16].

Fica claro, portanto, que quaisquer condicdes que afetem as vias neurais ou
vasculares responsaveis pela erecdo podem ocasionar disfuncao erétil [18]. Estudos
indicam, por exemplo, que apenas de 10 a 23% dos homens abaixo de 60 anos
submetidos a prostatectomia radical bilateral poupadora de nervos recuperam sua

funcao erétil basal [21], e a incidéncia de disfuncéo erétil pés-prostatectomia radical
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pode variar de 14 a 90% [22]. Além disso, os homens submetidos a prostatectomia
radical, assim como outros individuos com danos neuroldgicos severos, constituem
um grupo que sabidamente tem respostas piores ao tratamento farmacolégico com
inibidores de fosfodiesterases [23]. Outros fatores de risco que também podem
contribuir para a patogénese da DE sao diabetes mellitus, hipertensao, dislipidemia,

obesidade, envelhecimento, tabagismo, sedentarismo e etilismo crénico [18, 24].

3. Sintese endotelial de 6xido nitrico (NO)

As células endoteliais participam ativamente de atividades vasculares, como a
secrecdo de mediadores quimicos produzidos localmente e a regulagdo da
permeabilidade vascular [12]. Diferentes estimulos podem desencadear a producéo
endotelial de éxido nitrico (NO), um radical livre gasoso. O 6xido nitrico é sintetizado
a partir do aminoacido L-arginina, numa reacgéo catalisada pela enzima eNOS (éxido
nitrico sintase endotelial), que formara, ainda, L-citrulina [25-29].

Ha trés isoformas de NOS: eNOS, ou NOS3, forma endotelial; nNOS, ou
NOSH1, neuronal; e INOS, ou NOS2, forma induzivel que é expressa, de forma geral,
em resposta a estimulos patoldgicos [25, 27]. A eNOS, especificamente, encontra-se
inativa, associada a proteina caveolina, nas cavéolas (microdominios
especializados, derivados do complexo de Golgi, presentes na membrana
plasmatica), e a dissociagdo da caveolina causa sua ativagdo. A estimulagao por
fatores de crescimento celular causa ativacdo de receptores na superficie celular e
fosforilagdo de fosfoinositideo-3 quinase (PI3K), tornando essa enzima ativa [26].
PI3K, entdo, fosforila lipideos na membrana plasmatica, formando

fosfatidilinositol(3,4,5)trisfosfato (PIP3). Akt (proteina quinase B ou PKB) é recrutada
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para a membrana pela interagdo com a via do PIP3, sendo ativada, e medeia
respostas como sobrevivéncia celular, crescimento, proliferagdo, migracéo celular e
angiogénese, por meio da fosforilagao de proteinas intracelulares - incluindo a eNOS
[26].

Outro elemento importante na via do NO é a calmodulina (CaM), uma proteina
sensora de Ca?* [30]. Trata-se de um regulador essencial do fluxo de elétrons intra e
interdominio, um processo necessario para a geracdo de NO [31]. Todas as
isoformas de NO sintase se ligam a calmodulina [32]. A CaM ativada por calcio é
importante para a regulagdo da atividade tanto da nNOS quanto da eNOS [32].
Devido as diferencas no dominio de ligagdo a CaM, nas isoformas neuronal e
endotelial é necessario que haja um aumento no Ca?* intracelular para que essa
ligacdo seja efetivada, enquanto a NOS induzivel se liga a calmodulina com alta
afinidade, mesmo na auséncia de ions calcio [32].

A eNOS sintetiza NO de maneira variavel, com sua atividade aumentando
intensamente quando a concentragdo intracelular de calcio aumenta [32]. O Ca?*
induz a ligagdo da calmodulina a enzima; entretanto, diversas outras proteinas
também interagem com a eNOS e regulam sua atividade [32].

A biossintese de NO ocorre em duas etapas: na primeira, ha hidroxilagao de
um dos dois nitrogénios guanidinos da L-arginina, que é entdo convertida a N -
hidroxi-L-arginina (NHA); na segunda, ha conversdo da NHA a L-citrulina e NO. A
primeira etapa do processo envolve nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) e oxigénio, enquanto a segunda depende dos cofatores flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e tetra-hidrobiopterina (BHa)

[28].
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O oxido nitrico produzido difunde-se rapidamente para o lumen vascular e
para o interior da célula muscular lisa, onde interage com o ferro do grupo heme da
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), tornando-a ativa. A guanilato ciclase soluvel
ativa catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina
trifosfato (GTP), culminando na sintese de guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
[33]. O aumento da concentracdo de GMPc na célula muscular lisa causa
relaxamento. Basicamente, esse mecanismo envolve a diminuigdo da entrada de
Ca?* na célula, a inibicdo da liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e o
aumento do sequestro de Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico [34].

O homodimero da eNOS pode se desacoplar sob condi¢cdes patoldgicas,
formando mondmeros. Esse desacoplamento leva a produgao de anion superéxido
em vez de NO, o que pode induzir estresse oxidativo [35]. As espécies reativas de
oxigénio, em concentragdes moderadas, agem como moléculas sinalizadoras e
exercem funcdo importante no controle do ténus vascular, deteccao de oxigénio,
crescimento e proliferagao celular, apoptose e respostas inflamatorias [36].

As NOS constituem a principal fonte de 6xido nitrico no organismo humano, e
sua atividade € dependente de oxigénio; entretanto, ha vias alternativas de produgao
do NO que nao dependem de oxigénio, e envolvem, por exemplo, hemoglobina,
mioglobina, xantina oxidoredutase (XOR), dentre outros [37-39]. Essas vias
alternativas utilizam nitrito (NO2) e encontram-se especialmente ativadas em
situagdes de hipoxia e acidose [37]. Os ions nitrito e nitrato (NO3z7) sdo produtos tanto
da dieta quanto da oxidacdo do NO. Resumidamente, o ion nitrato € reduzido a
nitrito, e o nitrito € reduzido a NO [37, 38]. Por ser rapidamente metabolizado, o
oxido nitrico tem uma meia-vida e um gradiente de difusdo pequenos [37]. Devido a

essas limitacbes, o marcador utilizado para medir de forma indireta as
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concentragbes de oxido nitrico € o nitrito, formado pela reacdo de oxidagdo do NO
[37, 40].

Por sua agao vasodilatadora, o NO tem fungédo importante na manutengao da
homeostase cardiovascular, especialmente pela atuagdo na regulagdo do ténus
vascular basal, mantido pela liberagdo continua de quantidades minimas de NO -

estimulada pelo estresse de cisalhamento e pelo fluxo sanguineo pulsatil [41, 42].

4. Disfuncao endotelial e modulagao do 6xido nitrico

O endotélio desempenha um papel primordial na manutengdo da homeostase
vascular, pela liberagdo de diversas substancias (dentre elas, o éxido nitrico) que
regulam diversos processos, como vasoconstricdo e vasodilatagao, e os estados pro
e antitrombdtico, e pré e antiinflamatorio [43]. A disfuncdo endotelial é caracterizada
pelo aumento da vasoconstricdo, da agregacao plaquetaria e da adesao, levando a
um estado pro-trombaético, a uma maior proliferagcdo de células musculares lisas e a
inflamacdo vascular aumentada [43]. Trata-se de uma condicdo comum aos
processos fisiopatolégicos de diversas doengas, como o diabetes mellitus (DM), a
hipertensao arterial e a disfungao erétil [15, 43].

As trés isoformas de NO sintase podem ser inibidas por analogos da arginina,
a exemplo de N®-monometil-L-arginina (L-NMMA) e NC-nitro-L-arginina-metil-éster
(L-Name) [44, 45]. As formas dimetiladas de arginina, dimetil arginina assimétrica
(ADMA) e dimetil arginina simétrica (SDMA), sado produzidas pela metilagdo de
residuos de arginina das proteinas intracelulares [46].

ADMA e L-NMMA reduzem a sintese de NO por inibir tanto a enzima 6xido

nitrico sintase diretamente quanto a captagdo celular de L-arginina pelos
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transportadores de aminoacidos catidnicos (CAT) [46]. A degradagdo dessas
substancias é catalisada pela enzima dimetil arginina dimetilamina hidrolase
(DDAH), que existe em duas isoformas em humanos: DDAH1 e DDAH2 [47]. Ja
SDMA atua apenas inibindo a captagao celular de L-arginina pelos CATs, nao sendo
capaz de inibir diretamente a atividade das oxido nitrico sintases [46]. A eliminagao
de SDMA depende majoritariamente de excregao renal, mas essa substancia pode
ser metabolizada pela enzima alanina-glioxilato aminotransferase 2 (AGXT2)
(também capaz de metabolizar ADMA e L-NMMA) [48].

O padrao ouro para quantificacdo de arginina e suas formas metiladas é a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) [49-52]. Ha
diversos métodos de LC-MS descritos na literatura para essas substancias, mas, de
forma geral, o preparo de amostra é feito por precipitagao proteica ou extragdo em
fase solida (SPE) [51, 52]. Quando a separagdo cromatografica é feita por colunas
de fase normal ou HILIC (cromatografia liquida de interagdo hidrofilica), ndo é
necessario fazer a reacao de derivatizagao; entretanto, no caso de colunas de fase
reversa, € preciso derivatizar os compostos para torna-los menos polares e
aumentar os tempos de retencao e, assim, facilitar a separagéo cromatografica [52].

Embora, de forma geral, haja excesso de L-arginina no citoplasma da célula
endotelial e a taxa de produgdo de NO seja determinada pela atividade de enzima,
em determinadas situagdes, a sintese desse mediador pode ser limitada pela
biodisponibilidade de substrato. A enzima arginase utiliza a L-arginina para produzir
L-ornitina e ureia [53, 54]. Por competirem pelo mesmo substrato, a expressao
aumentada da arginase pode interferir na sintese de 6xido nitrico pelas NO sintases.
Em mamiferos, foram identificadas duas isoformas de arginases: arginase 1 (ARG1),

localizada no citosol, predominantemente nos hepatdcitos, e arginase 2 (ARG2),
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presente nas mitocondrias em diversos tecidos, dentre eles, os corpos cavernosos
[47, 53-55]. Ambas isoformas estdo presentes no endotélio vascular [47, 53, 54].

As duas principais fungdes das arginases sao eliminar o aménio do organismo
(pela sintese de ureia) e produzir ornitina - precursora de poliaminas (necessarias
para a proliferagdo celular e a regulacédo de diversos canais iGnicos) e prolinas
(envolvidas na producdo de colageno) [53, 56]. Embora as ag¢des das duas
isoformas sejam redundantes, alteragdes na isoforma 1 podem levar a problemas
graves ou mesmo letais de saude [53]. A atividade aumentada da ARG1 foi
associada a diabetes, HA e hipertensao pulmonar [47]. Diferentemente de ARG1. A
isoforma ARG2 tem como principal funcdo manter a homeostase vascular da L-
arginina [55].

O fim da sinalizagdo da via das NOS se da pela degradagdo do GMPc por
enzimas chamadas fosfodiesterases (PDEs) [25, 26]. Ha diferentes subtipos de
PDEs, e cada um é seletivo para AMPc (3',5’-adenosina monofosfato ciclico,
substancia produzida numa reacéao catalisada pela enzima adenilato ciclase), GMPc,
ou ambas. As PDEs, que atuam como reguladoras dos niveis de GMPc, foram
identificadas, até o presente momento, em onze isoformas [57]. Dessas isoformas, a
mais relevante no tecido peniano humano em termos de funcdo é a PDE-5,

especifica para GMPc [23].

5. Tratamento farmacolégico da DE - Inibidores da PDE-5

O inibidor de fosfodiesterases mais conhecido atualmente é o sildenafil, que
inibe seletivamente o subtipo 5 da enzima, especifico para GMPc. Esse farmaco foi

originalmente desenhado para tratar angina, mas durante a fase inicial dos testes,
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percebeu-se que seus efeitos na pressado arterial sistémica de voluntarios sadios
foram modestos [58]. Além disso, participantes descreveram efeitos positivos na
erecao, por isso seu uso mais difundido atualmente consiste no tratamento na
disfuncao erétil - embora também esteja aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration, departamento do governo dos EUA) para uso em hipertensao arterial
pulmonar, assim como o tadalafil e o vardenafil [59]. Esses ultimos (tadalafil e
vardenafil) também sao inibidores da PDE-5, com caracteristicas farmacocinéticas
diferentes do sildenafil (o tadalafil, por exemplo, apresenta um tempo de agao mais
prolongado) [26, 60].

Por sua administracdo simples (via oral), seguranca, eficacia clinica e
aceitagcdo dos pacientes, os inibidores da fosfodiesterases-5 sao os farmacos de
primeira escolha no tratamento da disfuncao erétil [18, 61, 62]. Ao inibir a atividade
das PDEs, esses farmacos causam um aumento da concentragdo intracelular de
GMPc, o que facilita o relaxamento do musculo liso trabecular dos corpos
cavernosos do pénis [26, 58, 61]. Assim, o uso dessa classe de medicamentos
facilita o processo de tumescéncia, mas o estimulo sexual continua sendo
necessario para que ele se inicie [61].

Apesar de sua eficacia clinica alta, citada anteriormente, um estudo
conduzido na América Latina revela que 19% dos homens submetidos ao tratamento
com sildenafil ndo tiveram melhora em suas eregdes, e 29% nao conseguiram ter
relagdes sexuais satisfatérias [63]. Esses dados mostram que uma parcela
consideravel dos homens que utilizam inibidores de PDEs nao responde ao
tratamento [23, 64]. Sabe-se, por exemplo, que homens com diabetes mellitus
respondem menos ao tratamento com sildenafil em decorréncia da fungdo vascular

deficiente [23, 64, 65].
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6. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus € o termo utilizado para definir disturbios metabdlicos que
tém a hiperglicemia crénica como principal manifestagdo [66, 67]. Pode ocorrer
ainda, simultaneamente, deficiéncia de insulina e resisténcia a esse hormonio, além
de niveis elevados de glicose circulante [67, 68]. De acordo com a Sociedade
Brasileira de Diabetes, em 2015, cerca de 14,3 milhdes de pessoas entre 20 e 79
anos tinham DM no Brasil, e a projecéo para o ano 2040 no pais € de 23,3 milhdes
de afetados [69]. Em 2015, o diabetes mellitus foi a quarta doencga n&o transmissivel
gue mais causou mortes ao redor do mundo [70].

Ainsulina é secretada pelas células B nas ilhotas de Langerhans do pancreas,
de acordo com os niveis circulantes de glicose no organismo [66, 67]. Esse
hormdnio possui uma série de fungbes em diferentes tipos celulares, facilitando a
absor¢cdo de componentes da alimentagédo para as células (em especial, a glicose,
para fornecimento de energia) e seu armazenamento [71], estimulando as enzimas
que produzem glicogénio e gordura, e suprimindo as enzimas que degradam essas
duas substancias [67]. Além disso, ela também atua nas células endoteliais para
promover tanto vasodilatacdo (mediada por NO) quanto vasoconstricdo (mediada
por MAPK — proteina quinase ativada por mitogénio) [72]. Diversos fatores podem
resultar numa perda progressiva de células B pancreaticas, como polimorfismos
genéticos, sedentarismo, alimentagao inadequada e outros fatores ambientais [68].

O diabetes mellitus pode ser classificado em diversos tipos, mas os mais
recorrentes sdo o diabetes tipo 1 e o diabetes tipo 2 [71]. O tipo 1, resumidamente,

resulta da destruicdo das células B pancreaticas mediada pelo sistema imunoldgico,
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enquanto o tipo 2 esta relacionado a diminuicdo da produgao de insulina e
resisténcia ao hormoénio secretado [68, 71].

A hiperglicemia causada pela diminuicdo da produgdo de insulina e a
resisténcia a insulina produzida ocasiona doenga microvascular, por meio de
diferentes mecanismos, dentre eles, o de glicosilagao (isto €, a glicose interage com
estruturas / proteinas presentes nesses tecidos e os torna disfuncionais) [67]. Isso
ocorre devido ao fato de os tecidos vascular e nervoso serem permeaveis a glicose,
sem a necessidade da presenca de insulina [73]. Essa via de dano tecidual,
especificamente, pode explicar a associacao entre DM e doengas cardiovasculares,
visto que a disfungao vascular e endotelial esta presente em ambos os processos
fisiopatolégicos [67]. Ha diversos mecanismos propostos para explicar a relagéo
entre DM e doengas cardiovasculares, e acredita-se que eles sejam mediados pelo
papel do sistema adrenérgico tanto no diabetes mellitus quanto na hipertensao [73].
O controle mediado pela incretina do sistema renina-angiotensina-aldosterona, e
alteragbes na via calcio-calmodulina sdo exemplos desses mecanismos [73]. Essas
alteragcdes no sistema calcio-calmodulina, por sua vez, ocasionam um aumento das
concentragdes intracelulares de calcio que, por sua vez, culmina na inibicado da
transcricdo do gene da insulina nas células 3 pancreaticas [73].

No diabetes, assim como em outras doencgas vasculares, ha formagcao de
espécies reativas de oxigénio, que podem reagir com o NO, por exemplo, diminuindo
sua biodisponibilidade e impedindo-o de exercer seus efeitos vasodilatadores [23].
Além disso, tanto a hiperglicemia quanto a hiperinsulinemia (resultado da resisténcia
a insulina) geradas pelo diabetes estimulam enzimas envolvidas no estresse

oxidativo e desacoplamento da eNOS [72, 74].
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O tratamento do diabetes pode ser baseado em mudang¢a de comportamentos
(como por exemplo, adogao de habitos alimentares mais saudaveis e pratica de
atividades fisicas), ou aliar essa abordagem a terapia medicamentosa [68, 71]. De
forma geral, a insulina é a substancia mais usada no tratamento do DM tipo 1,
enquanto os hipoglicemiantes orais representam a primeira escolha na terapia
medicamentosa do DM tipo 2 [68, 71]. Ainda assim, quando a abordagem nao
medicamentosa aliada aos hipoglicemiantes orais falha no controle da glicose no
tratamento do DM tipo 2, pode ser necessario utilizar a insulina, ou seja, trata-se de
uma terapia para formas mais graves de DM [68, 71].

Algumas desvantagens do uso de insulina residem em sua forma de
administragdo (por injecbes, o que aumenta o risco de problemas quando
comparada a administragao por via oral), além do risco de hipoglicemia (que, em
menor grau, também pode ser um efeito adverso do uso de hipoglicemiantes orais)
[71, 75, 76].

O diabetes mellitus consiste num dos fatores de risco para DE [18, 24, 65].
Além de culminar em lesdes microvasculares, um estudo conduzido em tecido de
corpos cavernosos humanos também demonstrou que entre pacientes com
disfungao erétil, a ocorréncia de DM resulta em maiores prejuizos no relaxamento
dependente do endotélio tanto no tecido dos corpos cavernosos quanto nas artérias
penianas de resisténcia [65]. O mesmo estudo revelou também que, embora a
funcdo endotelial estivesse diminuida em todos os sujeitos, aqueles com diabetes
possuiam um nivel de disfuncdo endotelial maior que os outros, maior até mesmo
que aqueles com hipercolesterolemia e hipertensdo arterial (sabidamente

relacionadas a disfungao endotelial e ao desenvolvimento da DE) [65]. Segundo os
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autores, esses dados ajudam a explicar o motivo pelo qual homens diabéticos

apresentam respostas piores a terapia convencional (com inibidores de PDE-5) [65].

7. Inibidores da bomba de prétons (omeprazol), XOR e alopurinol

Os inibidores da bomba de prétons formam uma classe de farmacos
vastamente utilizada para inibir ou neutralizar a acido gastrico em situagdes como
ulceracao péptica (duodenal e gastrica) e doenga do refluxo gastroesofagico [26]. O
farmaco mais conhecido dessa classe € o omeprazol, administrado por via oral, que
inibe irreversivelmente a H*-K*-ATPase (a bomba de proétons), reduzindo assim a
secrecao de acido basal e a estimulada por alimentos [26].

Estudos recentes demonstraram que 0 omeprazol possui acdes que
interferem na via do oxido nitrico, podendo ter impactos tanto na piora da funcao
endotelial [77] quanto na diminuicdo dos efeitos da terapia anti-hipertensiva com
nitrito de sddio [78-80]. Foi proposto que o efeito na funcdo endotelial seria mediado
por um aumento das concentracdes de ADMA, que por sua vez aumenta a atividade
de uma enzima chamada xantina oxidoredutase (XOR) [77], responsavel por
converter hipoxantina em xantina, e xantina em &cido uUrico, e uma grande
responsavel pelo estresse oxidativo e nitrosativo em diversas doencas
cardiovasculares [77, 81]. Ja os efeitos negativos na terapia anti-hipertensiva podem
ser resultado do aumento de pH do suco gastrico, uma vez que a reagao de redugao
de nitrito a 6xido nitrico no estémago requer um ph baixo (acido) [78-80].

A XOR pode ter diferentes atividades enzimaticas, a depender da situagao, e
seus produtos podem apresentar tanto atividade oxidante quanto antioxidante [74,

82]. Essas substancias estdo envolvidas na regulacédo do tébnus vascular e da
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pressao arterial, assim como na indugdo do processo inflamatério e na resposta
reparadora [82]. Essa enzima tem baixa especificidade para substratos, sendo capaz
de metabolizar diversos compostos endogenos e exdgenos [82].

Em situagdes de hipoxia, por exemplo, a XOR pode atuar na produgado NO a
partir de nitrito [37-39]. Contudo, considerando a importadncia da produgdo de
especies reativas de oxigénio e de nitrogénio por essa enzima e a capacidade
dessas substancias em lesionar tecidos, fica claro que a atividade aumentada da
XOR tem mais efeitos negativos do que positivos [74, 83]. Assim, pode-se esperar
um efeito benéfico do uso de farmacos que inibam a atividade da XOR, tendo em
vista a diminuicdo da produgcao de espécies reativas tanto de oxigénio quanto de
nitrogénio pela enzima [38].

O alopurinol € um analogo de hipoxantina, utilizado no tratamento da gota,
que reduz a sintese de acido urico por inibir competitivamente a XOR [26, 81]. Por
diminuir urato, medicamentos como o alopurinol podem ter um papel relevante na
prevencao e no tratamento de doencgas cardiovasculares [84-86]. Além da acado na
XOR, ha evidéncias de que tanto o alopurinol quanto seu metabdlito ativo, o
oxipurinol, podem atuar eliminando diretamente os radicais livres [87-89], 0o que
contribui para possiveis agdes benéficas de seu uso no tratamento de doencas
cardiovasculares (que, de forma geral, estdo associadas a disfungédo endotelial) [84,

85].
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HIPOTESE

A hipétese do presente trabalho é de que fatores como a ocorréncia de

diabetes mellitus e tratamentos farmacolégicos como o uso de insulina, omeprazol e

alopurinol podem influenciar positiva ou negativamente a terapia da disfungao erétil.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Investigar fatores que influenciam o risco para disfungao erétil e o sucesso da

terapia da disfuncgéao erétil.

Objetivos especificos

o Verificar o efeito do diabetes mellitus sobre o risco para disfungao erétil e sua
influéncia sobre marcadores da via do 6xido nitrico.

o Verificar, nos diabéticos, o efeito da terapia com insulina sobre o risco para
disfuncao erétil e sua influéncia sobre marcadores da via do 6xido nitrico.

o Verificar o efeito do diabetes mellitus sobre a resposta ao tratamento da
disfungao erétil com sildenafil.

o Verificar, nos diabéticos, o efeito do tratamento com insulina sobre a resposta
ao tratamento da disfuncéao erétil com sildenafil.

o Verificar o efeito do tratamento com omeprazol sobre a resposta ao
tratamento da disfuncao erétil com sildenafil.

o Verificar o efeito do tratamento com alopurinol sobre a resposta ao tratamento

da disfuncgao erétil com sildenafil.
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MATERIAIS E METODOS

1. Abordagem experimental

Os dados e amostras dos participantes deste estudo sido oriundos do
biorrepositério de um estudo maior: “Bases genéticas da disfungao erétil: da
resposta ao stress a producdo de o6xido nitrico”, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Riccardo Lacchini, aprovado pelo CEP sob o numero CAAE 51408515.9.0000.5393.
As amostras de pacientes foram coletadas entre 2009 e 2019, no Ambulatério de
Urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP), sob coordenagéo do Prof. Dr. Silvio Tucci Junior da FMRP-USP, e as
amostras de controles, da populacdo em geral de Ribeirdo Preto. Para o grupo
controle, foram selecionados homens saudaveis da populacdo de Ribeirdo Preto,
pareados por idade, etnia, e indice de massa corporal com os pacientes de DE.
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) referente ao projeto anteriormente descrito. O presente estudo foi submetido
para analise pelo CEP da EERP/USP e aprovado sob o numero CAAE
30472620.8.0000.5393. A proposta inclui 278 participantes, entre 18 e 80 anos,
sendo 177 com diagnéstico médico de disfuncéo erétil e 101 controles pareados por
idade, etnia e indice de massa corporal com os pacientes.

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: idade entre 18 e 80 anos;
queixas envolvendo a atividade sexual; e diagndstico médico de disfungao erétil. Os
critérios de exclusdo comuns para os dois grupos foram: presenca de
hipogonadismo, bexiga neurogénica; ejaculagdo precoce; implantes penianos;

acidentes cerebrovasculares; traumas no sistema nervoso central; e anormalidades
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anatbmicas, como a doenca de Peyronie. Para o grupo controle, ainda foram
excluidos os participantes com |IEF igual ou menor a 25, e para o grupo de
pacientes, foram excluidos os participantes com IIEF maior que 25 quando nao
tratados. Nenhuma prescricdo médica ou qualquer outro procedimento foram
alterados por causa do estudo, que é estritamente observacional.

Os sujeitos do estudo foram submetidos a pungao intravenosa para coleta de
sangue em tubos a vacuo de heparina de sdédio, utilizando procedimentos
adequados. O sangue foi processado para obtengdo de plasma. As amostras de
plasma foram aliquotadas em tubos de 2,0 mL previamente identificados, e
congeladas imediatamente em gelo seco no local de coleta, sendo posteriormente

armazenadas em biorrepositério em freezer - 80° C.

2. Avaliagao da funcgao erétil e da resposta ao tratamento com sildenafil

A funcao erétil dos pacientes foi avaliada pelo score do dominio fungao erétil
(FE) do questionario IIEF, antes e apds o tratamento com sildenafil. Para avaliagao
da reposta ao farmaco, sendo o valor maximo de pontuagdo no dominio FE do IIEF
(score IIEF) igual a 30, foram feitos os seguintes calculos para cada paciente:

a) score lIEF pés-tratamento — score IIEF pré-tratamento = AlIEF;

b) 30 — score IIEF pré-tratamento = MRP; e

c) (AIlEF / MRP) x 100 = AIIEF%.

Onde MRP = maxima resposta possivel e AIIEF% = porcentagem da MRP

atingida pelo paciente.

Os valores de AlIEF, AIIEF% e score IIEF pés-tratamento foram utilizados

para medir as respostas dos pacientes ao sildenafil.
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3. Determinacgao de nitrito

As aliquotas de plasma e de sangue total foram analisadas em duplicata pelo
método de quimiluminescéncia através de o0zbnio. Resumidamente, 300 ul de
amostra de plasma foram injetados no aparelho contendo solugdo de iodo
acidificada. O o6xido nitrico formado, entdo, € carreado pelo gas nitrogénio até o
analisador de NO. (Sievers Modelo 280 NO analyzer, Boulder, CO).
Aproximadamente 8 ml de solugdo acida de iodo foram colocadas no purge vessel,
onde as amostras foram injetadas. Os dados obtidos foram analisados pelo

programa Origin 6.1 (OriginLab, Northampton, MA, EUA).

4. Determinagado de ADMA por ELISA

Os niveis de ADMA foram quantificados por ELISA, usando kit
comercialmente disponivel (Elabscience, cat# E-EL-0042, Wuhan, China). A
absorbancia a 450 nm foi medida usando o espectrofotometro uQuant microplate
(BioTek, Winooski,USA), e o ajuste de 4 parametros foi realizado usando uma

ferramenta gratuita disponivel online (www.elisaanalysis.com).

5. Determinagao da atividade das arginases, arginase 1 e arginase 2

Para avaliar a atividade das arginases, amostras de plasma foram depletadas
de ureia usando colunas com filtro de membrana 10 KDa (Vivaspin 500 model
VS0102, Sartorius, Goettingen, Germany), que foram centrifugadas a 14.000 g por

30 minutos a 4° C. As amostras foram entdo reconstituidas em agua Mili-Q e
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analisadas pelo kit QuantiChrom Arginase Assay (BioAssay Systems, Hayward, CA,
USA), de acordo com instrugcbes do fabricante. As concentragdes de arginase 1 e
arginase 2 foram medidas em amostras de plasma, usando kits de ELISA
disponiveis comercialmente (MBS912500 e MBS2021960 respectivamente,
adquiridos da empresa MyBioSource; San Diago, CA, USA), de acordo com

instrucdes do fabricante.

6. Determinacdo de ADMA, SDMA, L-NMMA, L-arginina, L-citrulina e L-

ornitina por LC-MS/MS

L-arginina, L-citrulina, L-ornitina, ADMA, SDMA e L-NMMA seriam analisados
em plasma, empregando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS), em colaboragdo com a professora doutora Vera
Lucia Lanchote, docente da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da USP (FCFRP). Os padrdes analiticos (L-arginina; L-citrulina; cloridrato de L-
ornitina; dicloridrato de N©,NCG-dimetilarginina; sal de di(p-hidroxi-azobenzeno-p'-
sulfonato) de N© N€-dimetilarginina; acetato de N®-monometil-L-arginina; cloridrato
de L-arginina-'3-Ce; L-citrulina-d7; L-ornitina-de; ADMA-ds; SDMA-de) foram obtidos
de Sigma-Aldrich (EUA) ou Toronto Research Chemicals (Canada). Os sais formiato
de aménio e acetato de amonio foram obtidos de Sigma-Aldrich (EUA) ou J.T. Baker,
e os solventes metanol e acetonitrila, de J.T. Baker ou Honeywell (EUA).

Foi possivel realizar a separagdo cromatografica das seis substancias de
interesse por HPLC-MS/MS no equipamento Micromass Quattro Micro API equipado
com MassLynx (Waters, EUA), empregando-se a coluna Luna Silica (100 x 4,6 mm,

3 gm), pré-coluna Luna Silica (4 x 3,0 mm) (Phenomenex, EUA), e fase mével (FM)
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composta por acetato de aménio 05 mM, 95%, e acetonitrila (ACN), 05%. As
amostras foram preparadas por precipitagdo proteica. Aliquotas de 100 uL de plasma
ou solucéo de padrées foram adicionadas de 25 pL de solugdo de padrdes internos
(cloridrato de L-arginina-'3-Cs, 40,55uM; L-citrulina-d7, 11 uM; L-ornitina-de, 286,27
puM; ADMA-ds, 17,73 uM; SDMA-ds, 9,62 pM), 100 pL de agua ultrapura e 200 pL de
metanol. Apos agitagado vigorosa e 30 minutos de descanso, as amostras foram
submetidas a centrifugacao, e 20 uL do sobrenadante foram submetidos a analise
cromatografica, num fluxo de 1 mL/min (sendo 0,3 mL/min direcionados ao
espectrometro de massas e 0,7 mL/min ao lixo). As analises no espectrometro de
massas foram conduzidas no modo de ionizagéo positivo, com temperatura da fonte
de 130° C, e dessolvatacado de 350° C [90]. Foi possivel avaliar de forma preliminar a
estabilidade de ciclos de congelamento e descongelamento, bancada (4h) e auto
injetor (48 horas) das seis substancias analisadas. Todas mostraram-se estaveis nas

condi¢cdes analisadas.

Devido a problemas com a coluna cromatografica em agosto de 2019, foi necessario
padronizar outro método de quantificacdo para as substincias de interesse, que sera

descrito a seguir.

Outro método de quantificagcdo para quatro dessas substancias (L-arginina, L-
citrulina, ADMA e SDMA) foi desenvolvido. As amostras foram preparadas por
precipitagdo proteica, seguida de derivatizagdo. 25 pL de amostras de plasma,
controles de qualidade ou padrdes (reconstituidos e diluidos em agua ultrapura)
foram adicionados de 10 uL de solugao de padrdes internos (cloridrato de L-arginina-
13-Cs, 40,55uM; L-citrulina-d7, 11 yM; ADMA-ds, 17,73 uM; SDMA-ds, 9,62 uM;
diluidos em agua ultrapura), 25 pL de agua ultrapura e 400 yL de ACN, submetidos a

intensa agitacédo e centrifugados. 400 pL do sobrenadante foram coletados e
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adicionados de 50 pL de tampao borato (Na2B4+O7.10H20 0,025 M; NaOH 1,77 M,
pH9.2) e 10 yL de BCl 10% em ACN, agitados, incubados por cinco minutos a
temperatura ambiente, diluidos 20x e submetidos a analise cromatografica, com
volume de injegdo de 2 uL e taxa de infusdo de 0,25 mL/min. A separacao
cromatografica foi conduzida na coluna de UPLC (cromatografia liquida de ultra
eficiéncia) Acquity HSS T3 (2,1 x 100 mm, 1,8 um) (Waters, EUA), a 30° C, enquanto
a analise por espectrometria de massas em tandem ocorreu no aparelho Xevo TQ-S
(Waters, EUA) operando em modo de ionizag&o positivo, com temperatura de fonte
de 130° C e de dessolvatagcédo de 350° C. A temperatura do injetor e do organizador
de amostras foi mantida em 15° C [91]. A curva analitica possui oito pontos
(concentragdes) diferentes para cada substancia analisada, sendo os limites inferior
(LIQ) e superior (LSQ) de quantificagdo os seguintes: 3,90 a 250 uM para L-arginina;
5,65 a 361,93 uM para L-citrulina; 0,08 a 5,33 uM para ADMA, e 0,10 a 6,84 uM para
SDMA. O tempo de retencao para cada uma dessas substancias, em minutos, foi de
3,66 para ARG,; 6,69 para CIT; 5,19 para ADMA, e 5,97 para SDMA. A validacao do
método segue as diretrizes do FDA (Food and Drug Administration, EUA). Foram
realizados os testes de linearidade (a curva analitica proposta é linear nas
concentragbes testadas), precisdo e exatiddo (o método é reprodutivel de maneira
precisa e exata) e paralelismo (avaliamos se a faixa de angulos das curvas em
plasma é semelhante a das curvas em agua; as faixas foram similares, com desvios
menores que 15%, para as quatro substancias analisadas, 0 que permite que as
curvas de calibragdo de todo o estudo sejam feitas em agua). Todos os testes

realizados atenderam aos parametros estabelecidos.
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Houve um problema no aparelho no fim de 2019, solucionado na semana do dia 16
de margo de 2020, quando o laboratério foi fechado em decorréncia da pandemia da
COVID-19. Assim, nao foi possivel concluir as analises pelo método de LC-MS/MS para

inclui-las neste trabalho. Essas quantificagdes serao finalizadas assim que possivel.

7. Analise estatistica

Dados quantitativos com distribuicdo paramétrica foram comparados com
teste T pareado. Dados quantitativos com distribuicdo nao paramétrica foram
comparados com teste Mann-Whitney. Anova de uma via e regressao linear
multivariada também foram utilizadas. Todos os testes foram bicaudais e assumiram

um valor de alfa de 5% para determinagao da significancia estatistica.
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RESULTADOS

Capitulo 1

Nesta primeira se¢do, os dados apresentados avaliam fatores que possam
interferir no risco para o desenvolvimento da disfuncao erétil. Na primeira parte do
capitulo (1.1), investigamos a influéncia do diabetes mellitus sobre o risco para DE, e
na segunda (capitulo 1.2), o efeito da terapia do diabetes com insulina sobre o risco
para disfuncao erétil.

A tabela | sumariza as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 204
individuos envolvidos no estudo, divididos entre controles e portadores de disfungao
erétil clinica (DEC). Houve diferenca significativa nos parametros idade, tabagismo,
pressao arterial sistolica, glicemia, percentual de hipertensos e diabéticos, e score
funcao erétil do IIEF. A diferenga neste ultimo (IIEF) ja era esperada, tendo em vista
que comparamos um grupo de homens saudaveis a um grupo com disfungao erétil,
e mostra o quanto a fungao erétil é prejudicada nos pacientes em relagdo aos
controles. Como é sabido, a prevaléncia de DE aumenta com a idade. Sendo assim,
a maior média de idade para o grupo DEC ja era esperada. Além disso, durante as
coletas para o estudo, foi bastante dificil encontrar individuos idosos saudaveis ou
jovens com DE, dificultando o pareamento entre os grupos para esta variavel. O
responsavel pela diferenca observada no tabagismo € o maior percentual de ex-
fumantes em relagdo ao de nao fumantes no grupo DEC quando comparado aos
percentuais do grupo Controle. Entretanto, grande parte dos ex-fumantes incluidos
no estudo deixaram de fumar ha mais de 10 anos, fato que pode minimizar os
efeitos maléficos causados pelo tabagismo que podem ter associagdo com a DE.
Quanto a presséo arterial sistolica (PAS) e a dosagem de glicose, como os pacientes
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tém grande percentual de hipertensos e diabéticos, as diferengas nos valores

médios desses fatores entre os grupos também ja eram esperadas.
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Tabela I: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

Caracteristicas Controle (n=101) DEC (n=103) P
Idade (anos) 47,42 + 9,31 55,66 + 10,83 <0,0001*
Etnia (brancos / ndo brancos) 63 /37 56/ 46 0,242
IMC (Kg/m?) 27,84 + 4,39 28,05+ 4,79 0,690
Praticam atividade fisica (%) 60 53 0,318
Tabagismo (%) <0,0001*
N&o fumantes 58 31 -
Ex-fumantes 25 55 <0,0001*
Fumantes 17 14 0,306
Etilismo?2 (%) 9 5 0,268
PAS (mmHg) 130,70 + 19,20 139,20 + 19,74 0,001*
PAD (mmHg) 87,87 +12,75 90,49 £ 12,25 0,140
Colesterol total (mg/dL) 203,10 + 48,63 181,50 + 39,90 0,060
Colesterol HDL (mg/dL) 36,58 + 10,12 41,19+ 9,22 0,092
Colesterol LDL (mg/dL) 125,50 + 40,02 112,40 + 37,09 0,255
Triglicerideos (mg/dL) 162,20 £ 86,11 155,00 £ 108,00 0,840
Glicose (mg/dL) 93,06 + 23,81 124,20 £ 54,51 0,016*
Ureia (mg/dL) 35,06+ 7,19 32,47 £12,40 0,410
Creatinina (mg/dL) 1,03 £ 0,294 1,04 £ 0,31 0,780
Hipertensos (%) 0 50 <0,0001*
Diabéticos (%) 0 40 <0,0001*
Score IIEF dominio FE + 10,62 + 7,92 <0,0001*

DEC, pacientes com disfungéo erétil clinica; IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao arterial
sistolica; PAD, pressao arterial diastélica; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de
baixa densidade; IIEF, indice Internacional de Funcéo Erétil; FE, funcéo erétil. 2Consumo de etanol >
30 g/dia. Dados expressos como média + desvio padrdo, valores absolutos ou frequéncias relativas
(%). *P<0,05.
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Capitulo 1.1

Inicialmente, avaliamos o efeito do diabetes sobre o risco para disfungao
erétil. Separamos os individuos afetados pelo DM dos nao afetados e analisamos a
funcao erétil e os dados bioquimicos de substancias relacionadas a via do 6xido
nitrico (nitrito, ADMA, atividade das arginases, arginase 1 e arginase 2).

Analisamos o risco para desenvolvimento da disfuncdo erétil utilizando o
score IIEF do dominio fungao erétil (figura 1.1.1), que avalia tanto a presenca quanto
o grau de DE, e marcadores bioquimicos relacionados a via do 6xido nitrico (figuras
1.1.2 a 1.1.6). Os parametros bioquimicos escolhidos para essa investigagdo foram
as concentragdes plasmaticas de nitrito (figura 1.1.2), utilizado como marcador da
atividade recente de NO; ADMA (figura 1.1.3), um dos inibidores enddégenos da
sintese de 6xido nitrico; a atividade das arginases (figura 1.1.4), que podem utilizar a
L-arginina como substrato na produgcdo de L-ornitina; e as concentragdes

plasmaticas das isoformas ARG1 (figura 1.1.5) e ARG2 (figura 1.1.6) da enzima.
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Figura 1.1.1: Score IIEF dominio FE nos grupos controle, disfungao erétil

clinica e disfungao erétil clinica com diabetes mellitus
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lIEF, indice Internacional de Funcdo Erétil; FE, funcdo erétil; DEC, disfuncdo erétil clinica;
DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por grupo: Controle = 101, DEC = 62,
DEC/DM = 41. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global <0,0001, e po6s teste de Dunn. Para a
comparagao DEC x DEC/DM, P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 1.1.2: Nitrito nos grupos controle, DEC e DEC/DM
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DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: Controle = 100, DEC = 62, DEC/DM = 41. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global <0,0001,
e pos teste de Dunn. Para a comparagao DEC x DEC/DM, P > 0,05. Valores expressos como média +

desvio padrao.
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Figura 1.1.3: ADMA nos grupos controle, DEC e DEC/DM
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ADMA, dimetilarginina assimétrica; DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungcao erétil
clinica com diabetes mellitus. n por grupo: Controle = 88, DEC = 44, DEC/DM = 36. ANOVA de uma
via, com valor de P global = 0,204, e p6s teste de Tukey. Para as trés comparacgdes (Controle x DEC,
Controle x DEC/DM e DEC x DEC/DM), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padréo.

Figura 1.1.4: Atividade das arginases nos grupos controle, DEC e DEC/DM
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DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: Controle = 101, DEC = 62, DEC/DM = 41. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global = 0,988,
e pos teste de Dunn. Para as trés comparagdes (Controle x DEC, Controle x DEC/DM e DEC x
DEC/DM), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.
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Figura 1.1.5: Arginase 1 nos grupos controle, DEC e DEC/DM
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DEC, disfuncéo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: Controle = 89, DEC = 54, DEC/DM = 38. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global = 0,384, e
pos teste de Dunn. Para as trés comparagbes (Controle x DEC, Controle x DEC/DM e DEC x
DEC/DM), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 1.1.6: Arginase 2 nos grupos controle, DEC e DEC/DM
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DEC, disfuncéo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: Controle = 101, DEC = 62, DEC/DM = 41. ANOVA de uma via, com valor de P global = 0,021, e
pos teste de Tukey. Para as comparagbées Controle x DEC e DEC x DEC/DM, P > 0,05. Valores
expressos como média *+ desvio padrao.
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Conforme esperado, houve diferenga significativa entre o score IIEF dos
controles tanto em relagdo ao grupo DE clinica quanto ao grupo DE clinica com
diabetes. Apesar de ndo ser estatisticamente significativa, nota-se que a média
desse parametro parece menor no grupo DE com diabetes. As concentragdes de
nitrito também foram significativamente maiores nos grupos DEC e DEC/DM quando
comparados aos controles, embora n&o haja diferengca entre eles. Quando
comparado aos controles, o grupo DEC/DM apresentou concentragcbes
significativamente maiores de arginase 2. Apesar de nao haver diferenca entre o
grupo DEC e os outros dois grupos estudados (controles e DEC/DM), é possivel
observar que suas concentracbes de arginase 2 s&o intermediarias aquelas
encontradas nos controles (a menor nos grupos estudados) e no grupo DEC/DM (a

maior nos trés grupos).
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Capitulo 1.2

Num segundo momento, decidimos avaliar se a terapia com insulina nos
diabéticos influencia o risco para disfungéo erétil, comparando a fungao erétil e os
dados bioquimicos das mesmas substancias relacionadas a via do oxido nitrico
analisadas anteriormente (nitrito, ADMA, atividade das arginases, arginase 1 e
arginase 2). Para tanto, selecionamos os portadores de DE que também possuem
diabetes mellitus e os separamos de acordo com 0 uso ou nao de insulina,

comparando-0s ao grupo controle.

Figura 1.2.1: Score IIEF dominio FE nos grupos controle, DEC com diabetes

mellitus e DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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IIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; FE, funcdo erétil; DEC/DM, disfungao erétil clinica
com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus tratado com
insulina. n por grupo: Controle = 101, DEC/DM = 25, DEC/DM insulina = 16. Teste Kruskal-Wallis, com
valor de P global <0,0001, e pés teste de Dunn. Para a comparagdo DEC/DM x DEC/DM insulina, P >
0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.
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Figura 1.2.2: Nitrito nos grupos controle, DEC com diabetes mellitus e DEC

com diabetes mellitus tratado com insulina

P <0,001
P <0,05
300- ' —
=
S 2004 —T
£ '
c N\
: \
T 100-
£
. N

Controle DEC/DM DEC/DM insulina

DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungéo erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: Controle = 100, DEC/DM = 25,
DEC/DM insulina = 16. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global = 0,0001, e pds teste de Dunn.

Para a comparagao DEC/DM x DEC/DM insulina, P > 0,05. Valores expressos como média + desvio
padrao.

Figura 1.2.3: ADMA nos grupos controle, DEC com diabetes mellitus e DEC

com diabetes mellitus tratado com insulina
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ADMA, dimetilarginina assimétrica; DEC/DM, disfung¢ao erétil clinica com diabetes mellitus;
DEC/DM insulina, disfungdo erétil clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo:
Controle = 88, DEC/DM = 22, DEC/DM insulina = 14. ANOVA de uma via, com valor de P global =
0,276, e poés teste de Tukey. Para as trés comparagdes (Controle x DEC/DM, Controle x DEC/DM
insulina e DEC/DM x DEC/DM insulina), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.
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Figura 1.2.4: Atividade das arginases nos grupos controle, DEC com diabetes

mellitus e DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfuncao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: Controle = 101, DEC/DM = 25,
DEC/DM insulina= 16. ANOVA de uma via, com valor de P global = 0,686, e pos teste de Tukey. Para
as trés comparagbes (Controle x DEC/DM, Controle x DEC/DM insulina e DEC/DM x DEC/DM
insulina), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 1.2.5: Arginase 1 nos grupos controle, DEC com diabetes mellitus e

DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfuncao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: Controle = 89, DEC/DM = 23,
DEC/DM insulina = 15. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global = 0,174, e pds teste de Dunn. Para
as trés comparagbes (Controle x DEC/DM, Controle x DEC/DM insulina e DEC/DM x DEC/DM
insulina), P > 0,05. Valores expressos como média * desvio padrao.
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Figura 1.2.6: Arginase 2 nos grupos controle, DEC com diabetes mellitus e

DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: Controle = 101, DEC/DM = 25,
DEC/DM insulina = 16. Teste Kruskal-Wallis, com valor de P global = 0,133, e pds teste de Dunn. Para
as trés comparacdes (Controle x DEC/DM, Controle x DEC/DM insulina e DEC/DM x DEC/DM
insulina), P > 0,05. Valores expressos como média + desvio padréo.

Assim como na secado anterior, os valores do score IIEF séao
significativamente maiores nos controles do que nos grupos DEC/DM e DEC/DM
insulina. As concentragdes de nitrito também foram significativamente maiores nos
grupos DEC/DM e DEC/DM insulina quando comparados aos controles, e embora
nao haja diferenca entre eles, é possivel observar que as concentragdes de nitrito
aumentam gradualmente nos grupos trés grupos, tendo os controles os menores
valores, e o grupo DEC/DM insulina os maiores valores. Outro ponto importante a
ser destacado, apesar de ndo haver diferenca estatistica, € que as concentragdes de
ADMA parecem diminuir gradualmente nos grupos (inversamente ao que ocorre com

0 nitrito), tendo os controles os maiores valores, enquanto o grupo DEC/DM

apresenta os menores valores dos trés grupos estudados.
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Capitulo 2

Nesta segunda secao, os dados apresentados avaliam os efeitos do diabetes
mellitus e de seu tratamento sobre a terapia da disfungao erétil com sildenafil. Na
primeira parte do capitulo (2.1), investigamos a influéncia do diabetes mellitus no
desfecho da terapia com sildenafil, e na segunda (capitulo 2.2), o efeito do uso de
insulina sobre o tratamento da disfuncao erétil.

Na tabela I, temos as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 148
individuos tratados com sildenafil divididos nos grupos disfuncao erétil clinica (DEC)
e disfungao erétil pés-prostatectomia (DEPP). Houve diferenga entre os grupos em:
idade, creatinina, percentual de diabéticos, score IIEF pds-tratamento com sildenafil
e AlIEF%. Esses ultimos dados (lIEF) sdo coerentes com o fato de pacientes
submetidos a cirurgia de prostatectomia radical terem menor sucesso na terapia
para DE. As outras diferengas encontradas nao sao relevantes, visto que os grupos

nao sao comparados entre si neste estudo.
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Tabela II: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos grupos estudados

Caracteristicas DEC (n=74) DEPP (n=74) P
Idade (anos) 54,65 + 10,77 64,78 £ 6,65 <0,0001*

Etnia (brancos / ndo brancos) 42 /31 38/36 0,452
IMC (Kg/m?) 28,35+ 4,60 28,03 +4,34 0,663
Praticam atividade fisica (%) 53 55 0,777
Tabagismo (%) 0,148

N&o fumantes 30 41 -
Ex-fumantes 54 50 0,209
Fumantes 16 9 0,061
Etilismo? (%) 7 9 0,602
PAS (mmHg) 138,50 + 17,91 144,70 £ 21,84 0,079
PAD (mmHg) 90,82 + 10,96 93,11+ 12,29 0,361
Colesterol total (mg/dL) 181,00 + 37,96 174,00 + 44,26 0,574
Colesterol HDL (mg/dL) 40,96 + 8,26 39,00 +£5,58 0,432
Colesterol LDL (mg/dL) 111,00 + 34,96 100,10 + 38,23 0,388
Triglicerideos (mg/dL) 139,90 + 79,93 155,70 £ 81,29 0,569
Glicose (mg/dL) 116,00 + 40,06 119,00 £ 39,01 0,229
Ureia (mg/dL) 32,55+12,33 31,90 + 13,17 0,831
Creatinina (mg/dL) 1,04 £ 0,35 1,15+ 0,44 0,029*
Hipertensos (%) 46 57 0,120
Diabéticos (%) 41 20 0,001*

Score IIEF dominio FE

Pré-tratamento 10,59 + 7,62 8,51 £ 5,47 0,181
Pés-tratamento 17,28 + 9,22 13,31+7,84 0,009*
AllEF % 39,62 + 37,05 23,34+ 29,72 0,012*

DEC, pacientes com disfuncdo erétil clinica; DEPP, pacientes com disfuncdo erétil pés-
prostatectomia; IMC, indice de massa corporal; PAS, presséao arterial sistolica; PAD, pressao arterial
diastolica; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; IIEF, indice
Internacional de Funcao Erétil; FE, funcdo erétil. 2 Consumo de etanol > 30 g/dia. Dados expressos
como média + desvio padrao, valores absolutos ou frequéncias relativas (%). *P<0,05.
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Capitulo 2.1

Inicialmente, avaliamos o efeito do diabetes sobre a resposta ao sildenafil.
Separamos os individuos afetados pelo DM dos nao afetados e analisamos a fungao
erétil, por meio do score IIEF pés tratamento (figura 2.1.1), delta IIEF (figura 2.1.2) e
delta IIEF percentual (figura 2.1.3), e os dados bioquimicos de substancias
relacionadas a via do oxido nitrico (nitrito, figura 2.1.4; ADMA, figura 2.1.5; atividade

das arginases, figura 2.1.6; arginase 1, figura 2.1.7, e arginase 2, figura 2.1.8).

Figura 2.1.1: Score IIEF dominio FE p&s tratamento com sildenafil nos grupos

DEC e DEC com diabetes mellitus
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IIEF, indice Internacional de Fungédo Erétil; DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfuncéo
erétil clinica com diabetes mellitus. n por grupo: DEC = 44, DEC/DM = 30. Teste Mann Whitney.
Valores expressos como média * desvio padréo.
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Figura 2.1.2: AlIIEF nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus

15+

10-

AlIEF
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DEC DEC/DM

lIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; AIIEF = IIEF pés tratamento — [IEF pré tratamento;
DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por grupo:
DEC = 44, DEC/DM = 30. Teste Mann Whitney. P = 0,402. Valores expressos como média *+ desvio
padrao.

Figura 2.1.3: AIIEF% nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus
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IIEF, indice Internacional de Fungéo Erétil; AIIEF% = [AIIEF / (30 — IIEF pré)] x 100; DEC,
disfungao erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por grupo: DEC =
44, DEC/DM = 30. Teste Mann Whitney. P = 0,104. Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 2.1.4: Nitrito nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus

350+
300+ T
250+
200+
1504
100+
504
0

Nitrito (nmol/L)

DEC/DM

DEC

DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: DEC = 44, DEC/DM = 30. Teste t ndo pareado. P = 0,391. Valores expressos como média +
desvio padrao.

Figura 2.1.5: ADMA nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus
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DEC DEC/DM

ADMA, dimetilarginina assimétrica; DEC, disfungao erétil clinica; DEC/DM, disfung¢ao erétil
clinica com diabetes mellitus. n por grupo: DEC = 35, DEC/DM = 28. Teste t ndo pareado. P = 0,908.
Valores expressos como média + desvio padréo.

51



Figura 2.1.6: Atividade das arginases nos grupos DEC e DEC com diabetes

mellitus
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DEC DEC/DM

DEC, disfuncéo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: DEC = 44, DEC/DM = 30. Teste Mann Whitney. P = 0,974. Valores expressos como média +
desvio padrao.

Figura 2.1.7: Arginase 1 nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus
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DEC DEC/DM

DEC, disfuncéo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: DEC = 37, DEC/DM = 30. Teste Mann Whitney. P = 0,641. Valores expressos como média +
desvio padrao.
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Figura 2.1.8: Arginase 2 nos grupos DEC e DEC com diabetes mellitus
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DEC, disfuncdo erétil clinica; DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus. n por
grupo: DEC = 44, DEC/DM = 30. Teste t ndo pareado. P = 0,696. Valores expressos como média +
desvio padrao.

O score lIEF pos-tratamento com sildenafil é significativamente maior no
grupo DEC do que no grupo DEC diabéticos. Isso mostra que, apods o tratamento, o
grupo sem DM atingiu maiores niveis de funcao erétil. Apesar de ndo ser
estatisticamente significativa (P = 0,104), é possivel observar a tendéncia dos
valores de AIlIEF percentual apresentarem-se maiores nos nao diabéticos. Esta
forma de resposta leva em consideracdo o estado inicial de disfungdo e avalia a
melhora apds o tratamento. ldealmente, as trés formas de avaliacdo da resposta,

quando consistentes, mostrariam dados mais contundentes; ainda assim, temos

indicios que o DM afeta a resposta ao sildenafil.
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Capitulo 2.2

Nesta segao, avaliamos o impacto, nos diabéticos, do uso de insulina na
resposta ao sildenafil, comparando a fungado erétil e os dados bioquimicos das
mesmas substancias relacionadas a via do oxido nitrico analisadas anteriormente
(nitrito, ADMA, atividade das arginases, arginase 1 e arginase 2). Para isso,
selecionamos os portadores de DE que também possuem diabetes mellitus e os

separamos de acordo com 0 uso ou nao de insulina.

Figura 2.2.1: Score |IIEF dominio FE p6és tratamento com sildenafil nos grupos

DEC com diabetes mellitus e DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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5=

Score IIEF pés-tratamento
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DEC/DM DEC/DM insulina

IIEF, indice Internacional de Funcdo Erétil; DEC/DM, disfungdo erétil clinica com diabetes
mellitus; DEC/DM insulina, disfungao erétil clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por
grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10. Teste Mann Whitney. P = 0,930. Valores expressos
como média * desvio padrao.
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Figura 2.2.2: AIIEF nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina

15+
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AlIIEF

DEC/DM DEC/DM'insuIina

lIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; AIIEF = IIEF pés tratamento — [IEF pré tratamento;
DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungéo erétil clinica com
diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10. Teste Mann
Whitney. P = 0,774. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 2.2.3: AIIEF% nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina
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IIEF, indice Internacional de Fung&o Erétil; AIIEF% = [AIIEF / (30 — IIEF pré)] x 100; DEC/DM,
disfungao erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungao erétil clinica com diabetes
mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10. Teste Mann Whitney.
P = 0,930. Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 2.2.4: Nitrito nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10.
Teste Mann Whitney. P = 0,720. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 2.2.5: ADMA nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina
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ADMA, dimetilarginina assimétrica; DEC/DM, disfungdo erétil clinica com diabetes mellitus;
DEC/DM insulina, disfungdo erétil clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo:
DEC/DM = 18, DEC/DM insulina = 10. Teste t ndo pareado. P = 0,892. Valores expressos como média
* desvio padrao.
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Figura 2.2.6: Atividade das arginases nos grupos DEC com diabetes mellitus

e DEC com diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfuncao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10.
Teste t ndo pareado. P = 0,457. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 2.2.7: Arginase 1 nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina

30~

20~

10~

Arginase 1 (ng/mL)
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DEC/DM insulina

DEC/DM

DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfuncao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10.
Teste t ndo pareado. P = 0,265. Valores expressos como meédia + desvio padrao.
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Figura 2.2.8: Arginase 2 nos grupos DEC com diabetes mellitus e DEC com

diabetes mellitus tratado com insulina
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DEC/DM, disfungéo erétil clinica com diabetes mellitus; DEC/DM insulina, disfungao erétil
clinica com diabetes mellitus tratado com insulina. n por grupo: DEC/DM = 20, DEC/DM insulina = 10.
Teste t ndo pareado. P = 0,981. Valores expressos como média + desvio padrao.

Nao houve nenhuma associacao significativa nesta secao.
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Capitulo 3

Neste capitulo, os dados apresentados avaliam o impacto do uso de outros
farmacos, que afetam a enzima XOR (omeprazol e alopurinol), sobre a terapia da
disfuncao erétil com sildenafil. Para as proximas analises, agrupamos tanto os
sujeitos que tém DE clinica quanto aqueles afetados pela DE pds-prostatectomia, e
redividimos os grupos de acordo com o0 uso ou ndo do medicamento de interesse
(omeprazol, no capitulo 3.1, e alopurinol, no capitulo 3.2). Na terceira parte do
capitulo, mostramos um modelo de regressao linear multivariada que leva em conta
0 uso ou nao de omeprazol e alopurinol, assim como a etiologia da disfungao erétil,
para analises corrigidas. A decisdo de juntar DE clinica e DE po&s-prostatectomia
num mesmo grupo foi tomada pelo numero reduzido de homens que utilizam os
farmacos selecionados para as analises (omeprazol e alopurinol). Vale ressaltar que
se trata de um estudo retrospectivo que utilizou amostras ja coletadas anteriormente,
armazenadas em biorrepositério, € que os participantes nao foram prospectados
procurando ativamente por usuarios desses farmacos, apesar do uso ter sido

investigado e registrado dentre participantes que tinham, ou n&o, DE.

Capitulo 3.1

O efeito do uso de omeprazol sobre a resposta ao sildenafil foi avaliado
separando os individuos que utilizam o medicamento dos que nao utilizam. Para
tanto, analisamos a resposta ao sildenafil por meio do score IIEF pés tratamento
(figura 3.1.1), delta lIEF (figura 3.1.2) e delta IIEF percentual (figura 3.1.3), e dados

bioquimicos de substancias relacionadas a via do 6xido nitrico (nitrito, figura 3.1.4;
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ADMA, figura 3.1.5; atividade das arginases, figura 3.1.6; arginase 1, figura 3.1.7, e

arginase 2, figura 3.1.8).

Figura 3.1.1: Score IIEF dominio FE pds tratamento com sildenafil nos grupos

DE e DE tratado com omeprazol

25+
20+

154

10+

Score lIEF pos-tratamento

DE DE om;eprazol

IIEF, indice Internacional de Fungdo Erétil; DE, disfuncdo erétil; DE omeprazol, disfungéo
erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE = 136, DE omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P =
0,144. Valores expressos como média * desvio padrao.
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Figura 3.1.2: AlIEF nos grupos DE e DE tratado com omeprazol

15+

10~

AlIEF

0-

DE DE oméprazol

lIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; AIIEF = IIEF pés tratamento — [IEF pré tratamento;
DE, disfungao erétil; DE omeprazol, disfungéo erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE = 136,
DE omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P = 0,474. Valores expressos como média x desvio padréo.

Figura 3.1.3: AIIEF% nos grupos DE e DE tratado com omeprazol
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IIEF, indice Internacional de Fungdo Erétil; AIIEF% = [AIIEF / (30 — IIEF pré)] x 100; DE,
disfuncao erétil; DE omeprazol, disfungao erétil tratada com omeprazol. n por grupo: DE = 136, DE
omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P = 0,916. Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 3.1.4: Nitrito nos grupos DE e DE tratado com omeprazol

300-
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0=

DE DE om:aprazol

DE, disfungao erétil; DE omeprazol, disfuncdo erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE
= 136, DE omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P = 0,442. Valores expressos como média + desvio
padrao.

Figura 3.1.5: ADMA nos grupos DE e DE tratado com omeprazol
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ADMA, dimetilarginina assimétrica; DE, disfungdo erétil;, DE omeprazol, disfuncéo erétil
tratado com omeprazol. n por grupo: DE = 110, DE omeprazol = 10. Teste t ndo pareado. P = 0,438.
Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 3.1.6: Atividade das arginases nos grupos DE e DE tratado com

omeprazol
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DE DE oméprazol

DE, disfungao erétil; DE omeprazol, disfungdo erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE
= 136, DE omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P = 0,411. Valores expressos como média + desvio
padrao.

Figura 3.1.7: Arginase 1 nos grupos DE e DE tratado com omeprazol
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DE DE omclaprazol

DE, disfuncao erétil; DE omeprazol, disfungdo erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE
=120, DE omeprazol = 10. Teste Mann Whitney. P = 0,628. Valores expressos como média + desvio
padrao.
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Figura 3.1.8: Arginase 2 nos grupos DE e DE tratado com omeprazol
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DE, disfungao erétil; DE omeprazol, disfungdo erétil tratado com omeprazol. n por grupo: DE
= 135, DE omeprazol = 12. Teste Mann Whitney. P = 0,080. Valores expressos como média * desvio
padréo.

Apesar de nao terem sido encontradas diferencas estatisticas nesta secao,
pode-se notar uma tendéncia de valores menores tanto para o score lIEF pés
tratamento com sildenafil (onde P = 0,144) quanto do AIIEF no grupo que faz uso do
omeprazol. Além disso, temos um valor de P préximo de 0,05 para a analise de

arginase 2 (= 0,080), indicando uma tendéncia para concentragdes maiores dessa

enzima no grupo que nao faz uso do omeprazol.
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Capitulo 3.2

Nesta se¢do, analisamos o efeito do uso de alopurinol sobre a resposta ao
sildenafil, de forma similar ao que foi feito na secdo anterior (capitulo 3.1). Os
individuos que utilizam o medicamento foram separados dos que nao utilizam. Para
a comparagao dos grupos, avaliamos a funcao erétil, por meio do score IIEF pos
tratamento (figura 3.2.1), delta IIEF (figura 3.2.2) e delta IIEF percentual (figura
3.2.3), e dados bioquimicos de substancias relacionadas a via do oOxido nitrico
(nitrito, figura 3.2.4; ADMA, figura 3.2.5; atividade das arginases, figura 3.2.6;

arginase 1, figura 3.2.7, e arginase 2, figura 3.2.8).

Figura 3.2.1: Score IIEF dominio FE pdés tratamento com sildenafil nos grupos

DE e DE tratado com alopurinol
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IIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; DE, disfungao erétil; DE alopurinol, disfuncéo erétil
tratado com alopurinol. n por grupo: DE = 142, DE alopurinol = 6. Teste Mann Whitney. P = 0,185.
Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 3.2.2: AlIEF nos grupos DE e DE tratado com alopurinol

20+

10+

AlIEF
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DE DE alopurinol

lIEF, indice Internacional de Fungao Erétil; AIIEF = IIEF pés tratamento — [IEF pré tratamento;
DE, disfuncao erétil; DE alopurinol, disfuncao erétil tratado com alopurinol. n por grupo: DE = 142, DE
alopurinol = 6. Teste Mann Whitney. P = 0,232. Valores expressos como média + desvio padrao.

Figura 3.2.3: AlIEF% nos grupos DE e DE tratado com alopurinol
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DE DE alopurinol

IIEF, indice Internacional de Fungdo Erétil; AIIEF% = [AIIEF / (30 — IIEF pré)] x 100; DE,
disfuncado erétil; DE alopurinol, disfungcéo erétil tratada com alopurinol. n por grupo: DE = 142, DE
alopurinol = 6. Teste Mann Whitney. P = 0,547. Valores expressos como média + desvio padréo.
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Figura 3.2.4: Nitrito nos grupos DE e DE tratado com alopurinol
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DE, disfuncgéo erétil; DE alopurinol, disfungéo erétil tratada com alopurinol. n por grupo: DE =
142, DE alopurinol = 6. Teste Mann Whitney. P = 0,644. Valores expressos como média * desvio
padrao.

Figura 3.2.5: ADMA nos grupos DE e DE tratado com alopurinol
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ADMA, dimetilarginina assimétrica; DE, disfuncao erétil; DE alopurinol, disfungéo erétil tratada
com alopurinol. n por grupo: DE = 116, DE alopurinol = 4. Teste t ndo pareado. P = 0,567. Valores
expressos como média + desvio padrao.
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Figura 3.2.6: Atividade das arginases nos grupos DE e DE tratado com

alopurinol
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DE DE alopurinol

DE, disfungao erétil; DE alopurinol, disfungéo erétil tratada com alopurinol. n por grupo: DE =
142, DE alopurinol = 6. Teste Mann Whitney. P = 0,563. Valores expressos como média + desvio
padrao.

Figura 3.2.7: Arginase 1 nos grupos DE e DE tratado com alopurinol
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DE, disfuncgdo erétil; DE alopurinol, disfungéo erétil tratada com alopurinol. n por grupo: DE =
126, DE alopurinol = 4. Teste Mann Whitney. P = 0,691. Valores expressos como média + desvio
padrao.
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Figura 3.2.8: Arginase 2 nos grupos DE e DE tratado com alopurinol
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DE, disfuncgao erétil; DE alopurinol, disfungéo erétil tratada com alopurinol. n por grupo: DE =
142, DE alopurinol = 5. Teste Mann Whitney. P = 0,084. Valores expressos como média £ desvio
padrao.

Assim como nas analises anteriores do capitulo, apesar de nao haver
diferenca estatistica nos testes realizados, vale destacar a tendéncia do AIIEF se
apresentar maior em um dos grupos estudados (aqui, ao contrario da secao anterior,
os valores parecem estar aumentados no grupo que utiliza o farmaco de interesse -
alopurinol). No teste para arginase 2, temos um valor de P préximo a 0,05 (= 0,084),

indicando uma tendéncia para concentracbes maiores da enzima no grupo que faz

uso do alopurinol.
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Capitulo 3.3

Construimos um modelo de regressao linear multivariada que leva em
consideragao a etiologia da disfungao erétii (DEC ou DEPP) e o uso tanto do
omeprazol quanto do alopurinol, além de outros fatores de confusdo, como idade,
tabagismo, etilismo, diabetes mellitus e uso de anti-hipertensivos.

Avaliamos o efeito dessas variaveis sobre os parametros de responsividade
ao sildenafil (score IIEF pds-tratamento, AIIEF e AIIEF%; tabela Ill) e sobre os
marcadores bioquimicos estudados anteriormente (nitrito, ADMA, atividade das

arginases, arginase 1 e arginase 2; tabela V).
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Tabela Ill: Andlise de regresséo linear multivariada mostrando os efeitos da etiologia
da DE e do uso do omeprazol e do alopurinol sobre os parametros de

responsividade ao sildenafil

Score IIEF p6s-
ratamento AIlIEF AlIEF%
Modelo R?=0,126 R?=0,077 R?=0,080
RMSE = 0,289 RMSE = 0,480 RMSE = 0,780
B P B P B P
Idade -0,005 0,061 0,002 0,675 -0,003 0,727
Tabagismo
Fumante -0,027 0,583 0,120 0,144 0,111 0,404
Ex-fumante 0,022 0,535 -0,106 0,074 -0,118 0,219
N&o fumante 0,005 0,896 -0,013 0,829 0,007 0,941
Etilismo 0,011 0,807 0,056 0,455 0,090 0,464
Ser diabético -0,038 0,176 -0,056 0,231 -0,113 0,134
Uso de anti-hipertensivo -0,032 0,197 -0,029 0,490 -0,048 0,472
Etiologia da DE
DEC 0,028 0,344 0,094 0,058 0,156 0,053
DEPP -0,028 0,344 -0,094 0,058 -0,156 0,053
Uso de omeprazol -0,062 0,167 -0,001 0,993 0,100 0,407
Uso de alopurinol 0,091 0,145 0,109 0,294 0,106 0,529

DEC, disfuncéo erétil clinica; DEPP, disfuncdo erétil pés-prostatectomia; AIIEF = IIEF pds tratamento
— IIEF pré tratamento; AIIEF % = [AIIEF / (30 — IIEF pré)] x 100; R?, fracdo da variabilidade da variavel
dependente que é explicada por este modelo; RMSE, raiz quadrada média do erro; 3, estimativa de
efeito. Todas as variaveis continuas, exceto a idade, foram normalizadas. Todos os modelos foram
corrigidos por idade, consumo de etanol, tabagismo, diabetes mellitus e uso de anti-hipertensivos.
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Tabela IV: Analise de regressao linear multivariada mostrando os efeitos da etiologia da DE e do uso do omeprazol e do alopurinol

sobre os marcadores bioquimicos relacionados a via do 6xido nitrico

Atividade das

Nitrito ADMA arginases Arginase 1 Arginase 2
Modelo R?=0,063 R?=0,044 R?=0,036 R?=0,088 R?=0,399
RMSE = 0,217 RMSE = 0,163 RMSE = 0,305 RMSE = 0,469 RMSE = 0,231
B P B P B P B P B P
Idade -0,002 0,386 -0,001 0,452 0,002 0,517 0,004 0,385 -0,002 0,291
Tabagismo
Fumante 0,024 0,513 -0,037 0,225 0,077 0,142 0,053 0,515 0,047 0,231
Ex-fumante -0,002 0,931 0,019 0,404 -0,040 0,290 -0,066 0,269 -0,021 0,465
Nao fumante -0,022 0,437 0,018 0,423 -0,037 0,354 0,013 0,840 -0,026 0,378
Etilismo -0,012 0,725 0,022 0,392 -0,034 0,482 -0,073 0,348 -0,070 0,053
Ser diabético 0,018 0,388 -0,004 0,810 -0,032 0,284 -0,010 0,832 -0,013 0,561
Uso de anti-hipertensivo 0,025 0,183 0,005 0,738 -0,023 0,373 -0,029 0,494 0,022 0,271
Etiologia da DE
DEC 0,023 0,296 -0,024 0,201 0,008 0,798 0,138 0,008* 0,154 <0,0001*
DEPP -0,023 0,296 0,024 0,201 -0,008 0,798 -0,138 0,008* -0,154 <0,0001*
Uso de omeprazol 0,023 0,492 0,016 0,574 -0,029 0,537 0,053 0,507 -0,063 0,080
Uso de alopurinol 0,008 0,859 0,003 0,937 -0,025 0,701 0,022 0,858 0,020 0,712

DEC, disfuncéo erétil clinica; DEPP, disfuncéo erétil pds-prostatectomia; AIIEF = IIEF pdés tratamento — IIEF pré tratamento; AIIEF % = [AIIEF / (30 — lIEF
pré)] x 100; R?, fragdo da variabilidade da variavel dependente que é explicada por este modelo; RMSE, raiz quadrada média do erro; 3, estimativa de efeito.
Todas as variaveis continuas, exceto a idade, foram normalizadas. Todos os modelos foram corrigidos por idade, consumo de etanol, tabagismo, diabetes
mellitus e uso de anti-hipertensivos.
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As analises corrigidas, apresentadas nesta sec¢do, demonstram que a
etiologia da disfungao erétil (DE clinica ou DE pds-prostatectomia) influencia as
concentracbes de arginase 1 e arginase 2. Conforme podemos observar, as
concentragcdes tanto de arginase 1 quanto de arginase 2 sdo menores no grupo

portador de disfungao erétil pds-prostatectomia.
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DISCUSSAO

Ao comparar homens sem disfuncdo erétii com sujeitos portadores da
doencga, espera-se encontrar diferengas significativas para o score IIEF e as
medidas derivadas desta variavel, tendo em vista que o questionario avalia tanto a
presenga quanto o grau de disfungado erétil [10, 11]. No presente trabalho, além
dessa diferenca ja esperada, pudemos observar uma tendéncia de valores menores
da pontuacao IIEF para o grupo de homens com DE que também tem diabetes.
Essa tendéncia € um indicativo de que o grau de disfuncédo erétil nos homens
diabéticos € mais severo do que em homens sem a doenga, o que ja foi mostrado
em diversos outros estudos [65, 92-95]. Além da severidade da disfungao erétil, o
diabetes também esta implicado em sua prevaléncia: uma meta-analise publicada
em 2017 estimou a prevaléncia de DE em diabéticos em de cerca de 52,5% [96].
Outro estudo aponta que até 75% dos casos de disfuncdo erétil podem ser
consequéncia direta de prejuizos decorrentes do diabetes [97].

Um estudo conduzido em tecido humano de corpos cavernosos (homens com
disfungao erétil submetidos ao implante de prétese peniana) demonstrou uma
correlagdo negativa significativa entre o tempo do diabetes e o relaxamento
neurogénico do tecido cavernoso - ou seja, quanto maior a duragdo dessa
comorbidade, menor o relaxamento produzido [95]. Outro achado importante da
mesma pesquisa foi a reducdo pronunciada da vasodilatacdo mediada por
acetilcolina (ou seja, dependente do endotélio) no tecido cavernoso dos diabéticos
quando comparados aos nao diabéticos [95].

Outro estudo mais recente, também desenvolvido com tecido humano de

corpos cavernosos, chegou a resultados similares aos discutidos anteriormente:
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tanto o relaxamento neurogénico quanto o mediado pelo endotélio foram
pronunciadamente menores nos diabéticos quando comparados a outros portadores
de disfuncao erétil [65]. Além disso, observou-se que o prejuizo causado pelo DM no
relaxamento do tecido cavernoso e de artérias penianas de resisténcia nao foi
comum a outras situagcbes sabidamente associadas a disfungdo endotelial (como
hipercolesterolemia e hipertensao arterial), isto €, o grau de relaxamento dos tecidos
foi similar em todos os grupos com disfungao erétil, sendo pronunciadamente menor
apenas nos diabéticos [65].

Um terceiro estudo sobre o impacto do diabetes na gravidade da DE e na
resposta ao tratamento com inibidores de PDE-5 também demonstrou que homens
diabéticos com disfungao erétil apresentaram menores valores basais de IIEF [93], o
que reforca a tendéncia observada em nossas analises.

As evidéncias de prejuizo funcional nos diabéticos nas pesquisas citadas
anteriormente ajudam a explicar a alta prevaléncia de DE nessa populacéo e
corroboram a importancia da disfuncdo endotelial na fisiopatologia da doenca [15,
95-97].

Assim como no teste anterior, quando avaliamos a funcao erétil nos grupos
controle, DEC/DM e DEC/DM em uso de insulina, também encontramos diferenca
estatistica - ja prevista. Apesar do tratamento com insulina estar, de forma geral,
atrelado a casos mais graves de diabetes [68, 71] e do conhecido papel dessa
doenca no desenvolvimento da disfungcao endotelial [98], ndo houve associagao
entre o score IIEF e o uso do hormbnio. Ha evidéncias na literatura de que a
hiperinsulinemia contribui para o aumento do estresse oxidativo e nitrosativo via
NADPH oxidase, culminando no processo de disfuncdo endotelial [72, 99, 100].

Levando em consideracdo a gravidade do diabetes nos sujeitos tratados com
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insulina e seu papel na disfuncdo endotelial, esperavamos encontrar valores
menores de IIEF neste grupo em relagao aqueles diabéticos que nao fazem uso de
insulina - 0 que n&o se concretizou.

Conforme apresentado na figura 1.1.2, as concentragdes de nitrito foram
estatisticamente maiores nos grupos DEC e DEC/DM do que nos controles. Este
dado, apesar de contraintuitivo, foi reportado também em outro estudo do nosso
grupo publicado em 2019: as concentragdes de nitrito nos portadores de disfungao
erétil foram maiores que as encontradas no grupo controle [101]. A relacéo entre o
oxido nitrico e a fungao erétil também foi explorada na publicacdo, e encontrou-se
uma correlacdo negativa entre as concentragdes plasmaticas de nitrito e a fungao
erétil nos portadores de DE (quanto menor a pontuagao no IIEF e, portanto, maior a
gravidade da doencga, maior a concentracdo de nitrito) [101]. Concentragdes
aumentadas de nitrito também estao relacionadas a piores respostas no tratamento
da disfuncao erétil com inibidores de PDE-5 (o que sera discutido posteriormente)
[64, 102].

De forma semelhante, as concentragbes de nitrito foram significativamente
maiores tanto no grupo DEC/DM quanto no grupo DEC/DM que faz uso de insulina,
quando comparados aos controles. Esses resultados sao coerentes com os dados
apresentados anteriormente e o estudo do grupo supracitado [101]. Apesar de n&o
significativa, nota-se que a concentracdo média de nitrito nos usuarios de insulina é
maior do que aquela no grupo DE que nao utiliza o farmaco. Essa tendéncia esta de
acordo com a hipdtese de que ao induzir o estresse oxidativo, a insulina gera
disfungao endotelial [72, 99, 100] e culmina num prejuizo ainda mais pronunciado da

funcéo erétil.
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O grupo DEC/DM, quando comparado aos controles, apresentou
concentragbes maiores de arginase 2. Niveis aumentados de ARG2 em portadores
de disfungdo erétil foram descritos num estudo do grupo publicado em 2015;
entretanto, os sujeitos nao foram divididos entre diabéticos e ndo diabéticos [56]. No
mesmo estudo, os niveis dessa isoforma da enzima também foram associados
positivamente ao risco para disfungédo erétil (ou seja, maiores concentragbes de
ARG2 estao relacionadas a um risco aumentado para desenvolvimento de DE) [56].
Considerando os resultados aqui encontrados, € provavel que essa associagao
encontrada por Lacchini e colaboradores seja resultado da presenca de diabéticos
no grupo disfungao erétil, que tornaram as concentragdes de arginase 2 nesse grupo
significativamente maiores que nos controles. Um estudo realizado em amostras de
tecido cavernoso humano reforca essa hipotese: os testes mostraram que a
expressdo de ARG2 estava aumentada nos diabéticos (que também eram
portadores de DE), quando comparados aos controles [103]. Diferentemente de
ARG1, a isoforma ARG2 parece desempenhar como principal fungao o controle da
homeostase de L-arginina [55]. Por sua presencga no tecido cavernoso, foi proposto
que a inibicdo da atividade de ARG2 seria capaz de melhorar o fluxo sanguineo
peniano sem alteracdes significativas na pressao arterial sistémica, constituindo um
possivel alvo terapéutico para o tratamento da disfuncéao erétil [55].

No que diz respeito a resposta ao sildenafil, encontramos uma diferenca
significativa nos valores de IIEF pés-tratamento entre os grupos DEC e DEC/DM,
tendo o primeiro apresentado valores maiores, 0 que se traduz numa resposta
melhor a terapia da disfuncao erétil. Essa diferenga também era esperada, levando
em conta as analises do IIEF e das concentragdes de nitrito discutidas

anteriormente, e os estudos ja citados, que relacionaram o diabetes com uma piora
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na funcdo endotelial (e, como consequéncia, na fungao erétil) [65, 92-95], assim
como aquele que associa maiores concentragdes de nitrito a uma pior fungao erétil
[101]. Junta-se a isso os estudos que comprovam a existéncia de uma correlagao
negativa entre os niveis de nitrito e a resposta a terapia com inibidores de PDE-5 em
disfungao erétil [64, 102]. Apesar do mecanismo desse efeito ndo ser conhecido,
supde-se que a sintese reduzida de NO, traduzida em concentragdes menores de
oxido nitrico biodisponivel, acarrete na sensibilizagdo da enzima guanilato ciclase
soluvel (que passaria entdo a responder mais pronunciadamente a menores
concentracbes de NO,) e que outros mecanimos adjacentes possam estar
envolvidos no aumento do NO, como processos inflamatérios (com indugdo da
isoforma iINOS) [64, 102]. Esses estudos também demonstram que as
concentracdes de nitrito e de ADMA estdo negativamente correlacionadas, o que
significa que niveis maiores de nitrito indicam a presenca de concentragées menores
de ADMA [64, 102]. Apesar de nao significativa, observamos que os niveis de ADMA
nos controles parecem maiores que no grupo DEC/DM, que, por sua vez, parece ter
médias ligeiramente maiores que as do grupo DEC/DM tratado com insulina. Vale
ressaltar que essa tendéncia é inversa ao que ocorre com o nitrito, o que parece
estar de acordo com a correlagdo entre ambas as substancias nos estudos
supracitados [64, 102]. Ainda que nao haja diferenga significativa, nota-se que o
grupo DEC apresenta valores maiores de AIIEF percentual quando comparado ao
grupo DEC/DM - caso houvesse diferenga estatistica nessa anadlise, esse dado
também estaria de acordo com a evidéncia existente de que o diabetes esta
relacionado a maior comprometimento da fungao endotelial, e, consequentemente, a

uma piora da fungao erétil e da resposta ao sildenafil [23, 65].

78



Fica claro, de acordo com as analises discutidas até este ponto, que os
portadores de DM respondem menos ao tratamento com sildenafil. Contudo, os
parametros bioquimicos avaliados ndo justificam essa associagdo. Levando em
consideragao a evidéncia existente na literatura, a pior resposta ao sildenafil pode
ser justificada por processos adjacentes, como por exemplo, inflamacgao ativa, ou
alteragdes estruturais que possam causar fibrose tecidual [104, 105]. De fato, ha
descrita na literatura uma associagcao entre marcadores inflamatorios e a ocorréncia
de complicagdes relacionadas ao diabetes [104].

Conforme explicitado na seg¢do “Resultados”, grande parte dos homens
portadores de disfungao erétil clinica estudados sdo ex-tabagistas e deixaram de
fumar ha mais de 10 anos. Estudos demonstram que cessar prolongadamente o
habito de fumar diminui tanto a mortalidade quanto o risco cardiovascular [107-109].
Além disso, outras publicagcbes mostram que interromper o habito de fumar leva a
uma reversao consideravel da disfungdo endotelial em periodos menores que 10
anos [110-117] e a diminui¢ao tanto do estresse oxidativo quanto inflamatério [116-
118], o que corrobora a ideia de que esse tempo decorrido minimiza os efeitos
maléficos do tabagismo que possam estar associados a DE.

Finalmente, levando em consideracdo a importancia da XOR no estresse
oxidativo e nitrosativo (pela produgdo de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio) [74, 83], e os efeitos dos farmacos omeprazol e alopurinol sobre essa
enzima especificamente (que sdo antaglOnicos) [77, 81], esperavamos encontrar
diferencas estatisticas entre os parametros avaliados nas duas primeiras se¢oes do
capitulo 3, o que ndo ocorreu. De acordo com a evidéncia existente, o uso do
omeprazol teria consequéncias negativas na funcado erétil e nos parametros

bioquimicos analisados [77-80]. Entretanto, pudemos notar certas tendéncias: na
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secao 3.1, tanto o IIEF pods-tratamento com sildenafil quanto o AIIEF aparentam
estar maiores no grupo que nao utiliza omeprazol (o que viria de encontro as nossas
expectativas, considerando que o omeprazol induz o aumento da atividade da XOR,
0 que culminaria numa produgdo maior de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio, e no processo de estresse oxidativo e nitrosativo). Ainda para as analises
que levaram em conta o uso de omeprazol, a de concentragdo de arginase 2 teve
um valor de P proximo a 0,05. A tendéncia dessa analise indica que as
concentracbes de ARG2 parecem menores no grupo que utiliza o farmaco; no
entanto, nao foram encontradas evidéncias na literatura que justifiquem essa
tendéncia.

Em relagdo ao uso de alopurinol, era esperado um efeito oposto as
expectativas para o omeprazol, isto €, melhora tanto nos parametros de funcao erétil
quanto nos bioquimicos [81, 84, 85], o que também nao se concretizou. Apesar
disso, notamos que para o AlIEF, houve uma tendéncia de valores maiores para o
grupo que utiliza o farmaco - caso a diferenca fosse significativa, esse resultado iria
de encontro ao esperado, ou seja, que o uso de alopurinol tem consequéncias
positivas na terapia com sildenafil (melhor resposta). Nao foram encontradas
evidéncias na literatura que relacionem o alopurinol diretamente a via das NOS.

Entretanto, na terceira parte do capitulo 3, pudemos observar algumas
diferengas estatisticas nas analises corrigidas que levaram em consideragéo tanto a
etiologia da DE quanto o uso do omeprazol e do alopurinol, além de outros fatores
de confusdo (idade, tabagismo, etilismo, diabetes mellitus e uso de anti-
hipertensivos). De acordo com o modelo proposto, a etiologia da disfuncao erétil
influencia as concentragbes de arginase 1 e arginase 2: os homens que pertencem

ao grupo DE pds-prostatectomia tiveram reducdo de ambas isoformas da enzima.
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Apenas um estudo encontrado na literatura avaliou as concentragbes de arginase 1
e arginase 2 em portadores de DEC e de DEPP [106]. Nele, sdo descritas
correlagdes negativas entre as concentragcdes plasmaticas de ARG1 e a resposta ao
sildenafil no grupo DE clinica, e entre a atividade das arginases e a resposta ao
sildenafil no grupo DE pés-prostatectomia [106]. Nao foram encontrados estudos
que associassem as concentracées de ARG1 e ARG2 a etiologia da disfungao erétil.
Além disso, os resultados encontrados especificamente nesta se¢do do nosso
estudo devem ser vistos com cautela, tendo em mente o numero pequeno de
sujeitos nos grupos.

Este trabalho possui algumas limitagbes, como por exemplo, 0 numero
reduzido de sujeitos para algumas das analises realizadas, e a necessidade de
agrupar homens com disfuncao erétil de diferentes etiologias (DE clinica e DE pos-
prostatectomia) para os testes das duas primeiras secdes do capitulo 3; o fato de
nao termos critérios objetivos para confirmar as respostas dos participantes no
questionario IIEF (algumas respostas podem ndo condizer exatamente com a
realidade); e, por serem amostras oriundas de biorrepositério, uma dificuldade para
selecionar grupos atendessem a determinados parametros, como, por exemplo, o
uso de determinados farmacos, que tiveram um n amostral pequeno. Os aspectos
positivos deste trabalho, por outro lado, residem nas relagcdes desenhadas entre os
parametros escolhidos para analise (como por exemplo, a avaliagdao de farmacos
que tem agbes antagbdnicas sobre uma mesma enzima), na detecgédo de lacunas do
conhecimento cientifico (como a relagdo entre omeprazol e arginases, as possiveis
agdes do alopurinol na via das NO sintases e o impacto da etiologia da DE nas
concentragbes de arginases), e nas perspectivas futuras de aumentar tanto o

numero de participantes, para avaliar de forma mais fidedigna a influéncia do uso de
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omeprazol e de alopurinol sobre a terapia da disfuncéo erétil, como o proprio escopo
do estudo, com a possibilidade de avaliarmos dados de polimorfismos genéticos da
XOR, por exemplo, dentre outros ensaios adicionais que podem ser incluidos. Além
disso, para as analises bioquimicas, temos um numero de individuos que nos
possibilita resultados robustos. Tendo em vista todos esses aspectos, os dados aqui
gerados e as lacunas a serem preenchidas, é provavel que haja uma continuidade

deste trabalho no projeto de doutorado, ampliando essa linha de pesquisa.
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CONCLUSAO

Os principais achados da nossa pesquisa foram as concentragdes maiores de
nitrito nos grupos formados por portadores de disfuncao erétil quando comparados
aos controles (tanto na analise com controles x DEC nao diabéticos x DEC
diabéticos, quanto na analise com controles x DEC diabéticos x DEC diabéticos que
utilizam insulina), as concentragdbes aumentadas de arginase 2 no grupo DEC
diabéticos quando comparado ao grupo controle, e o score IIEF pds tratamento com
sildenafil maior no grupo DEC quando comparado ao grupo DEC diabéticos. Esses
dados reforgcam as evidéncias de que niveis elevados de nitrito estdo relacionados a
piores desfechos (concentragdes maiores nos pacientes que nos controles, e
relacionadas a piores respostas ao sildenafil) e do impacto negativo do diabetes na

funcao erétil.
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