FRANCIS RIBEIRO DE SOUZA

Influéncia da funcionalidade do HDL-colesterol sobre o escore de

calcio em usuarios de esteroides androgénicos anabdlicos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para obtencao
do titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia

Orientadora: Profa. Dra. Maria Janieire de
Nazaré Nunes Alves

Sdo Paulo
2019



FRANCIS RIBEIRO DE SOUZA

Influéncia da funcionalidade do HDL-colesterol sobre o escore de

calcio em usuarios de esteroides androgénicos anabdlicos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para obtencao
do titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia

Orientadora: Profa. Dra. Maria Janieire de
Nazaré Nunes Alves

Sdo Paulo
2019



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Souza, Francis Ribeiro de
Influéncia da funcionalidade do HDL-colesterol
sobre o escore de cadlcio em usudrios de esteroides

androgénicos anabdlicos / Francis Ribeiro de Souza.

- S3o Paulo, 2019.

Tese (doutorado) --Faculdade de Medicina da
Universidade de S3do Paulo.

Programa de Cardiologia.

Orientadora: Maria Janieire de Nazaré Nunes
Alves.

Descritores: 1.Anabolizantes 2.Efluxo do
colesterol 3.HDL-colesterol 4.Doenca da artéria
coronariana 5.Fluxo retrégrado 6.Sistema nervoso
simpatico

USP/FM/DBD-233/189

Responsavel: Erinalva da Conceigao Batista, CRB-8 6755




Dedicatoria

Dedico esse trabalho aos meus pais, meu “veinho” Antonio Carlos de Souza (o
famoso Carapia) e minha “mamis” Elizabete Ribeiro de Souza. Sem duvida, o apoio de
vocés foram a base para eu conseguir alcancar esse sonho. Se eu consegui chegar até
aqui, foi porque vocés estiveram ao meu lado em todos 0s momentos, principalmente nos
momentos mais dificeis. O amor que sinto por vocés € imensuravel.

Obrigado por estarem sempre ao meu lado, amo muito vocés!



Agradecimentos

Em primeiro lugar agradeco a Deus que foi a minha forga divina e protecao de
todos os dias durante minha caminhada. Agradeco a toda minha familia, tios, tias, primos,
primas e avos (em memoria), por toda ajuda, incentivo e amor durante esses anos. A
minha namorada Fabiana por todo amor, paciéncia, gestos de carinho e incentivo durante
esses anos. Aos familiares da minha namorada por todo o apoio e incentivo.

A todos os voluntarios que participaram desse estudo. A cooperacéo de vocés foi
de grande importancia para essa contribuicdo cientifica.

A minha orientadora e “mae adotiva” em S3o Paulo, Doutora Maria Janieire de
Nazaré Nunes Alves (Janinha), por ter me acolhido na carreira académica e pela
confianca em mim depositada. Obrigado por todo aprendizado, pelas orientacdes e
incentivos. Gracas a senhora, eu tive a oportunidade de evoluir profissionalmente e
pessoalmente, e como consequéncia, estou realizando um sonho. Nunca me esquecerei
de vocé.

Ao meu grande amigo Marcelo Rodrigues dos Santos. Fico emocionado o quanto
sou grato por toda ajuda durante estes anos. Sua paciéncia e ensinamentos me
proporcionaram amadurecimento profissional e pessoal. Quando eu cheguei no grupo,
eu era conhecido como um simples estagiario “caipira”, e tentava auxiliar os outros de
alguma maneira, hoje em dia formamos uma equipe e te considero um irmao mais velho
gue a ciéncia me deu.

Ao meu grande amigo e professor de inglés nas horas vagas, Guilherme Fonseca
(barba), pela forga, incentivo e por me acompanhar em todos 0s exames. Ao meu amigo
Rafael Armani (coach), por toda a ajuda na execugdo do projeto. A colaboragdo e a

parceria de vocés foram fundamentais! Agradecgo de coragéo!



Aos amigos de equipe, Kelly Correia (KellyKiii) e Antonio Battaglia, pela ajuda
nos estudos e por estarem ao meu lado nestes anos. A minha amiga Aida Turquetto (amor
em pessoa), por topo apoio e incentivo.

A Familia Sayegh: Ana Luiza Sayegh, Vera Sayegh, Rubens Sayegh e Fabio
Sayegh por toda colaboracéo e incentivo no inicio do projeto. O apoio dessa familia foi
fundamental para iniciar minha carreira como aluno de doutorado.

Aos colaboradores do projeto Prof. Mauricio Yonamine, Liliam Takayama e
Profa. Rosa Maria, por todo o envolvimento e parceira durante o projeto. Agradecimento
especial aos professores Dr. Carlos Eduardo Rochitte e Dra. Marisa Passarelli pela
recepcdo, ajuda e todo incentivo durante esses anos. Agradeco também a minha amiga
Lenira Cipriano, pela recepcéo e ajuda em todos os momentos.

Aos coautores dos artigos publicados pela parceria e ajuda na execucdo do
projeto.

As professoras, Dra. Maria Urbana Pinto Branddo Rondon e Dra. Ivani Credidio
Trombetta, pela carinhosa recepcdo na Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e
Fisiologia do Exercicio do InCor (inicio do meu estagio em 2010), por toda atencdo e
pelo valioso aprendizado adquirido durante essa jornada. Agradeco a equipe
multidisciplinar Eduardo Rondon (meu parceiro nos jogos de ténis), Newton Nunes
(Néviton), Camila Paixdo Jorddo (Camilinha), Daniela Agostinho (minha parceira),
Luciana Santos (atleta top), Ana Claudia (Jararaca), Renato Pelaguim (Parceiro) e Glauce
Sanches (Glau) por me proporcionarem uma das maiores experiéncias profissionais
como Profissional de Educacéo Fisica.

A equipe médica da Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do
Exercicio do InCor, Dra. Patricia Oliveira (atleta, orientadora, professora e poliglota),

Dra. Ana Maria Braga (estou as suas ordens no laboratério) e Dra. Fabiana Hodas



(sempre atenciosa) por todo aprendizado e companheirismo durante todos estes anos.
Agradecimento especial ao meu grande amigo Dr. Marcel Costa (Dr. da Fiel), por todos
0s ensinamentos e jogos do Corinthians que fomos.

Aos amigos de laboratério, Allan Krusler (Ald ou AAlan), Patricia Trevizan
(Paty), Raphaela Groehs (Rapha), Adriana Sarmento (Drii), Felipe Cepeda (Féélipi),
Sara Rodrigues (Saritcha), Renan Guerra (Marreta), Thiago Goya (Tanaka), Igor Lucas
(parceiro nas cervejas) e Yufuko (Japonesa que eu chama de loko). Aos amigos do
“bandejao” Gustavo, Pedro e Bruno (sS40 gente boa, mas se puder evitar é melhor). Foi
muito bom conviver com todos vocés nestes anos. Obrigado por todo aprendizado e 0s
momentos de descontracdo e risadas! Em especial aos amigos e professores, Daniel
Martinez (falamos a letra “R” com gosto) e Larissa dos Santos (parceira nas cervejas),
pela orientacdo durante o curso de aprimoramento, meus mais sinceros agradecimentos
por toda experiéncia adquirida.

As recepcionistas da Unidade Reabilitacio Cardiovascular e Fisiologia do
Exercicio do InCor, Moénica Marques (Moniquinha), Sandra Sino (Sandrovisk),
Rosangela Aureliano (R6 Corinthians), Fabiana Pereira (Fabi Parmeira), Elaine e Petriick
Noronha pelos momentos de descontracdo e ajuda institucional.

A equipe da secretaria da pds-graduacdo em cardiologia e comissdo cientifica do
InCor, Neuza Rodrigues, Juliana Lattari, Luana Guedes, Valdecira Ferreira, Monica
Souto, Elaine Lagonegro, Fabiana Panham, Marcio e Klaus, pela paciéncia e por todas
as ajudas durante esses anos.

Ao setor de angiotomografia de coronéarias e ressonancia magnética, Katia,
Edilene, Sueli, médicos assistentes e equipe de enfermagem pelo apoio nos exames. As
colaboradoras Renata do Val, Rute Ribeiro e Sandra Scaramuzzo pelo apoio na

realizacdo do protocolo.



Ao Diretor da Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio
do InCor, Prof. Dr. Carlos Eduardo Negrédo, por me receber e pelo grande aprendizado
cientifico.

Aos amigos que fiz durante a especializacdo em Reabilitacdo Cardiovascular
(2012), Leticia, André, Everton e Gabriela, pelo incentivo e companheirismo!

Aos meus professores da graduacdo em especial Eduardo Morvan por indicar a
Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do InCor. Muito
obrigado (“Pai Du” o que um telefone pode fazer?). Sem vocé jamais teria vivido
tamanha experiéncia em minha vida.

Aos meus amigos e alunos da Academia Corpo & Movimento da cidade de
Socorro - SP (minha cidade natal), por todo incentivo.

Aos meus queridos alunos de “personal trainer”, por todo apoio e incentivo
durante todos esses anos.

A todos meus amigos que me acompanharam durante minha jornada e pelas novas
amizades adquiridas em Séao Paulo. “Valeu galeral!”

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa de estudo e a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP)
pelo apoio financeiro a pesquisa (projeto n® FAPESP 2012/10527-3 e Bolsa inicial de
treinamento técnico n® 2014/12631-8).

A Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP), ao Instituto
do Coracdo (InCor) e a Fundacdo Zerbini pelo incrivel aprimoramento que me

proporcionaram.



Epigrafe

“Tudo posso naquele que me fortalece”

Filipenses 4:16



“If your dreams don’t scare you they re not big enough”

Ellen Johnson Sirleaf



“Sonhar, Acreditar e Realizar”



Normatizacdo adotada

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta
publicacéo:

Apresentacdo de dissertacdes e teses sob forma de compilacdo de artigos,
aprovado em 16 de setembro de 2011, pela Comissédo de Pds-Graduacgédo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver).

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.



SUMARIO

Dedicatdria

Agradecimentos

Epigrafe

Normatizacéo adotada

Resumo

Abstract

L. INEFOTUGEO ...ttt bbbt 1
1.1 Testosterona e sua agao fiSIOIOQICA ..........eviuiiiiiiiieieee e 1
1.2 Esteroides Androgénicos ANADOIICOS..........cciviieiiiiiic i 3
1.3 Epidemiologia DraSilEIra ..........coiiiiiiiiieieieieee e 5
1.4 Esteroides Androgénicos Anabolicos e Sistema Cardiovascular............c.ccoeeveeiveneneennn, 6

@] o] [ 1Y 1SS 10

3. MaAterial 8 METOUOS. .......cciiieieie et 11
3.1 COMISSAD T BLICA. ... eveveriieeisieieteiete ettt ettt et 11
3.2 Populag@o e Critérios de INCIUSED .......ccceiivieriiieieiee e e 11
3.3 COlEta & AAADS ......eviveeieeeeeiee ettt 14

4, ANALISE ESTAtISTICA. ......civiiviiiieiieieie e bbb 17

B. RESUITATOS ...ttt bbbt e b s e 18

B. ANANISE CIITICA.......iitiiieiieieieie ettt sttt eneas 20

7. CONCIUSAO ..ottt ettt ettt et ettt st e teeneenenneas 23

8. Referéncias bibliografiCas..........cccovveiiiiiiic i 24

TR A [0 o LS - SRRSO 33

Apéndice



Resumo

Souza, FR. Influéncia da funcionalidade do HDL-colesterol sobre o escore de calcio em
usuarios de Esteroides Androgénicos Anabolicos. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

Introducdo: O uso abusivo de esteroides androgénicos anabdlicos (EAA) tem sido
associado com doenca arterial coronariana (DAC). Entretanto, os mecanismos envolvidos
na DAC nessa populacao ndo estdo totalmente esclarecidos. Os EAA levam a reducéo das
concentracdes da lipoproteina de alta densidade (HDL), a qual pode ser um dos fatores
chaves no processo aterosclerotico. Ndo apenas a concentragdo, mas também
funcionalidade da HDL esta envolvida no processo da DAC. Entretanto, € desconhecido
se usuarios de EAA apresentam alteracdo na funcionalidade da HDL. Além disso,
distdrbio no padrdo de fluxo (Shear Rate — SR), caracterizado pelo aumento do fluxo
retrogrado e oscilatorio na artéria braquial, esta associado com inflamacdo, aterosclerose,
disfuncdo endotelial e hiperatividade do sistema nervoso simpatico. Jovens ndo
apresentam distdrbio no SR. Entretanto, idosos apresentam esse distdrbio o qual parece
estar associada com hiperatividade simpaética. Interessantemente, o abuso de EAA esta
associado com aumento da atividade nervosa simpatica muscular (ANSM). No entanto,
ndo € conhecido se jovens usuarios de EAA apresentam distarbio no SR. Objetivos:
Avaliar a funcionalidade da HDL por meio do efluxo do colesterol e capacidade
antioxidante, avaliar a presenca de DAC em usuarios de EAA; avaliar o comportamento
do SR da artéria braquial com a associacdo da ANSM. Além disso, também avaliamos a
proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us). Métodos: Vinte usuarios de EAA (UEAA),

20 ndo usuérios de EAA (ambos grupos praticantes de musculacdo) e 10 sedentérios



controles (SC) pareados pela idade (29+5 anos) foram avaliados nesse estudo transversal.
A funcionalidade da HDL foi avaliada pelo efluxo do 14C-colesterol e pela habilidade da
HDL em atrasar a oxidacdo da LDL. A presenca de DAC foi avaliada pela
angiotomografia computadorizada. Além disso, avaliamos o SR da artéria braquial em
um subgrupo de 10 usuarios de EAA e 10 ndo usuarios de EAA. Em repouso, SR
retrogrado e oscilatorio foram avaliados por meio de ultrassom, ANSM pela técnica de
microneurografia e 0o PCR-us por exame de sangue. A dilatacdo do fluxo mediado (FMD)
também foi avaliada. Resultados: O efluxo do colesterol foi menor no grupo UEAA
comparado com os grupos NUEAA e CS (20 vs. 23 vs. 24%, respectivamente, p < 0,001).
Entretanto, o tempo de atraso para oxidacdo da LDL foi maior no grupo UEAA
comparado aos grupos NUEAA e CS (41 vs. 13 vs. 11 min, respectivamente, p < 0.001).
Foram encontradas placas aterosclerdticas em pelo menos 2 artérias em 25% do grupo
EAA. Por outro lado, nenhuma placa foi encontrada nos grupos NUEAA e CS.
Encontramos uma correlacdo negativa com o tempo de uso de EAA e efluxo do colesterol.
O grupo UEAA apresentou maior SR retrogrado (24,42 £ 17,25 vs. 9,15+ 6,62 s—1,p =
0,01) e oscilatorio (0,22 £ 0,13 vs. 0,09 + 0,07 au p = 0,01) e ANSM (42 £ 9vs 32 £ 4
disparos/100 batimentos, p = 0,018) comparado ao grupo NUEAA. Foi encontrada
correlacdo positiva entre SR retrégrado e ANSM (r = 0,50, p = 0,050) e SR oscilatorio e
ANSM (r=0,51, p=0,042). O grupo UEAA apresentou elevacdo da PCR-us [1,17 (0,44-
3,63) vs 0,29 (0,17-0,70) mg/L, p = 0,015] e redugdo da FMD (6,42 £ 2,07 vs. 8,28% +
1,53%, p = 0,035) comparado ao grupo NUEAA. Concluséo: Nosso estudo indica que o
abuso de EAA prejudica o efluxo do colesterol mediado pela HDL. O tempo de uso de
EAA parece estar associado com menor efluxo do colesterol e DAC precoce nessa
populacdo. O EAA esta associado com aumento do SR retrogado e oscilatorio o qual

estdo associados com aumento da ANSM. Além disso, o EAA parece causar inflamagéo



caracterizada pelo aumento da PCR-us. Todas essas alteracdes podem estar envolvidas

no desenvolvimento de DAC precoce em jovens usuarios de EAA.

Descritores: Anabolizantes; Efluxo do colesterol; HDL-colesterol; Doenca da artéria

coronariana; Fluxo retrogrado; Sistema nervoso simpatico.



Abstract

Souza, FR. Influence of HDL-cholesterol functionality on the calcium score in
Androgenic Steroids Anabolic users. [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,

Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

Background: Anabolic androgenic steroids (AAS) abuse have been associated with
coronary artery disease (CAD). However, the mechanisms involved on CAD are
unknown. AAS abuse leads to a remarkable decrease in high-density lipoprotein (HDL)
plasma concentration, which could be a key factor in the atherosclerotic process.
Moreover, not only the concentration of HDL, but also its functionality, plays a pivotal
role in CAD. However, if AAS user have HDL functionality alterations its unknown.
Furthermore, disturbed shear rate (SR), characterized by increased retrograde and
oscillatory SR in the brachial artery, is associated with inflammation, atherosclerosis,
endothelial dysfunction, and sympathetic hyperactivity. Young subjects do not have
disturbed SR; however, elderly subjects do, which seems to be associated with
sympathetic hyperactivity. Anabolic androgenic steroids (AAS) abuse in young is
associated with increased muscle sympathetic nerve activity (MSNA). Purpose: We
tested the functionality of HDL by cholesterol efflux and antioxidant capacity. We also
evaluated the prevalence of CAD in AAS users. Moreover, we hypothesized that AAS
users might have disturbed SR. We tested the association between retrograde and
oscillatory SR with MSNA. In addition, we measured the high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP). Methods: Twenty strength-trained AAS users (AASU) age 29 + 5 yr,
20 age-matched strength-trained AAS nonusers (AASNU), and 10 sedentary controls

(SC) were enrolled in this cross-sectional study. Functionality of HDL was evaluated by



14C-cholesterol efflux and the ability of HDL in inhibiting LDL oxidation. Coronary
artery was evaluated with coronary computed tomography angiography. Furthermore, we
evaluated a subgroup of 10 male AAS users, age 27 + 4 years, and 10 age- matched AAS
nonusers, age 29 + 5 years. At rest, retrograde and oscillatory SR were evaluated by
Doppler ultrasound, MSNA was measured with microneurography, and hs-CRP was
measured in blood sample. Flow-mediated dilation (FMD) was also assessed. Results:
Cholesterol efflux was lower in AASU compared with AASNU and SC (20 vs. 23 vs.
24%, respectively, p < 0.001). However, the lag time for LDL oxidation was higher in
AASU compared with AASNU and SC (41 vs 13 vs 11 min, respectively, p < 0.001). We
found at least 2 coronary arteries with plaques in 25% of AASU. None of the AASNU
and SC had plaques. The time of AAS use was negatively associated with cholesterol
efflux. AAS users had higher retrograde SR (24.42 +17.25 vs 9.15 £ 6.62 s—1, p = 0.01),
oscillatory SR (0.22 + 0.13 vs 0.09 + 0.07 au p = 0.01), and MSNA (42 £+ 9vs 32 £ 4
bursts/100 heart beats, p = 0.018) than nonusers. MSNA (bursts/100 heart beats) was
correlated with retrograde SR (r = 0.50, p = 0.050) and oscillatory SR (r=0.51, p = 0.042).
AAS users had higher hs-CRP [1.17 (0.44-3.63) vs 0.29 (0.17-0.70) mg/L, p = 0.015] and
decreased FMD (6.42 + 2.07 vs 8.28% + 1.53%, p = 0.035) than nonusers. Conclusion:
This study indicates that AAS abuse impairs the cholesterol efflux mediated by HDL.
Long-term AAS use seems to be correlated with lower cholesterol efflux and early
subclinical CAD in this population. AAS abuse is associated with retrograde and
oscillatory SR which were associated with augmented sympathetic outflow. In addition,
AAS seems to lead to inflammation characterized by in- creased hs-CRP. These
alterations may have the potential of increasing the early risk of atherosclerotic disease in

young AAS users.



Descriptors: Anabolic agents; Cholesterol efflux; Cholesterol, HDL; Coronary artery

disease; Retrograde flow; Sympathetic nervous system.



1. Introdugéo

1.1 Testosterona e sua acéo fisioldgica

A testosterona € o hormonio androgénico mais importante secretado pelas gonadas
masculinas que possui duas func¢des no organismo: fungdo androgénica (desenvolvimento
e manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas), e funcdo anabdlica
(desenvolvimento dos musculos esqueléticos e 0ssos) 1. As células de Leydig, situadas
no intersticio do testiculo maduro, produzem aproximadamente 95% da testosterona total,
e outros 5% sdo produzidas pelas glandulas adrenais . Um individuo adulto do sexo
masculino produz de 5-10 miligramas (mg) de testosterona por dia, onde 98% esta unida
a duas proteinas: SHBG (globulina ligada a horménios sexuais) e aloumina. O restante,
ou seja, 2% da testosterona se encontra na forma livre (testosterona livre).

A sintese da testosterona é regulada pelo eixo hipotdlamo-hipo6fise-testiculos. O
hipotdlamo secreta pulsatilmente o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que
estimula a hipofise anterior a liberar o horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo
estimulante (FSH). O FSH estimula as células de Sertoli para a producdo de
espermatozoides e o LH estimula as células de Leydig para a producdo de testosterona.
O aumento das concentracdes de testosterona estimula o feedback negativo, sinalizando
o hipotalamo e a hipéfise anterior a reduzirem a liberacdo dos hormonios gonadotroficos.
Por outro lado, quando as concentracdes de testosterona estdo reduzidos, o hipotalamo e
a hipdfise anterior passam a secretar seus respectivos horménios para novamente,

estimular a producio de testosterona 2. (Figura 1)
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Figura 1. Sintese do hormonio testosterona regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-

testiculos. Feedback positivo (+) e feedback negativo (-). (Adaptado de Aires ) 2

A maior quantidade de testosterona produzida é convertida em di-hidrotestosterona
(DHT), pela acdo da enzima 5-alfa-redutase, potencializando sua ligagcdo ao receptor
androgénico. No musculo esquelético, quando acontece a ligacdo do hormdnio com o
receptor, esse complexo migra para dentro do nucleo da célula e se liga a uma regido
promotora do DNA, onde ira promover crescimento e diferenciacéo celular, bem como o
aumento da sintese proteica. Por outro lado, uma pequena quantidade de testosterona é
convertida em estradiol pela acdo da enzima aromatase, que por sua vez, ira se ligar ao
receptor estrogénico 1. O estradiol é necessario para a deposigio de tecido 6sseo e também

para a fusdo epifisaria ao final da puberdade 3. (Figura 2)
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Figura 2. Conversao e acio da testosterona (Adaptado de Kicman) !

1.2 Esteroides Androgénicos Anabolicos

Os esteroides androgénicos anabolicos (EAA), conhecidos popularmente como
“anabolizantes” sdo compostos sintéticos derivados da testosterona que possuem fungoes
similares a testosterona enddgena . Entretanto, durante o processo de sintetizacdo dos
EAA, algumas modificacdes estruturais sdo realizadas para aumentar a relacdo anabdlica
e reduzir seus efeitos androgénicos .

Os EAA foram desenvolvidos para fins terapéuticos, como por exemplo no
tratamento da deficiéncia na producdo de testosterona (hipogonadismo) ° e perda da
massa muscular ®. Além disso, na década de 40, essas substancias eram utilizadas no
tratamento de doencas que acompanhavam o processo de envelhecimento masculino
como por exemplo as atrofias musculares 8. Por outro lado, durante a Segunda Guerra
Mundial, os soldados alemdes recebiam essas drogas ndo como fins terapéuticos, mas

sim, com o objetivo de aumentar a agressividade nas batalhas °.



O uso de substancias com o intuito de melhorar o desempenho fisico néo e recente.
A historia mostra que ha mais de 2.700 anos a.C. na China, lutadores e desportistas
utilizavam uma planta local como estimulante para aumentar a agressividade nas disputas
8. Relatos apontam que nos Jogos Olimpicos da Grécia, os atletas também utilizavam
meios artificiais em busca de melhora no desempenho fisico e muscular °.

Os EAA, por sua vez, tém seu primeiro registro na década de 1950, durante um
campeonato de levantamento de peso realizado na cidade de Viena, capital da Austria,
onde alguns atletas russos apresentaram desempenho muito acima dos demais
competidores 8. A partir dos anos 60, os EAA comecgaram a se difundir na Republica
Democréatica Alema. A Republica Democratica Alemé& era um pais relativamente obscuro,
e os politicos do pais imaginavam que 0 sucesso no esporte seria uma forma rapida para
que o pais fosse reconhecido e recebesse prestigio internacional. Dessa maneira, grandes
investimentos foram realizados para aprimorar o desempenho atlético, e um deles foi o
uso indiscriminado de farmacos ilegais. A partir de 1972 a pequena Republica
Democratica Alema comecgou a se destacar e permanecer constantemente no topo do
ranking de medalhas, juntamente com os EUA e a ex-Unido Soviética. Nos anos
seguintes, o uso de EAA difundiu-se ndo sé na Alemanha, mas também em outros paises
do mundo .,

Desde entdo, os EAA se disseminaram rapidamente entre as modalidades esportivas
que exigiam forca muscular. Como consequéncia, atletas amadores e praticantes de
musculacdo conhecedores dos efeitos dos EAA na musculatura esquelética, comecaram
a utilizd-los para acelerar o processo de desenvolvimento muscular, ganho de forga e
aumento do desempenho fisico, além de fins estéticos % 3. O uso abusivo dos EAA
exerce um papel importante na ativacdo de genes celulares responsaveis em ativar vias

moleculares de sintese proteica (hipertrofia muscular), como por exemplo, sintese



proteica de cadeia pesada de miosina (sigla em inglés - MHC) e da familia da miogenina
(sigla em inglés - MyoD), as quais séo vias de sinalizag&o para a hipertrofia muscular
esquelética 4. Além disso, os EAA também inibem vias de degradagdo de proteina, pela
reducdo da via catabdlica ubiquitina-proteassoma e ajudam na reducdo da gordura
corporal, podendo agir diretamente no aumento da lipdlise e diminuicdo de captacdo de

lipideos pelos adipdcitos 4,

1.3 Epidemiologia brasileira

De acordo com o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Politicas Publicas
de Alcool e Outras Drogas (INPAD), estima-se que no Brasil em 2012, quase 1 milho
de pessoas (maiores de 18 anos) ja usaram EAA, colocando os EAA em 8° lugar como
droga mais consumida das 15 substancias ilicitas listadas *°. Andrade e colaboradores
avaliaram a prevaléncia de drogas em mais de 12 mil universitarios brasileiros e
observaram que 3,8% dos entrevistados ja usaram EAA pelo menos uma vez na vida *°.

O uso indiscriminado dessas substancias pode também ser encontrada entre
profissionais de Educacéo Fisica 7. Abrahin e colaboradores demonstraram que de 117
entrevistados (estudantes de Educacéo Fisica e formados), o uso de EAA foi prevalente
em 31%. No mesmo trabalho, os autores relatam que quanto maior o grau de formacao,
maior foi a prevaléncia de uso dos EAA. Um relato interessante do estudo mostrou que
75% dos individuos utilizam essas substancias por estética e 24,3% usavam como
marketing profissional, principalmente para professores que atuam em academias. 1SS0
pode ser atribuido pelo fato que alguns professores de academia acreditam que 0 seu
corpo funciona como espécie de “curriculo”, associando a boa forma corporal a qualidade

profissional.



Por fim, a prevaléncia do uso de EAA no Brasil pode variar de 2,1 a 31,6% de
acordo com a regido. No entanto, mais estudos precisam ser realizados com estudantes e
profissionais de Educacdo Fisica para saber mais sobre a prevaléncia. Isso se torna
importante na medida que esses individuos séo profissionais da area da salide que podem
aconselhar e influenciar na decisdo sobre o uso dessas substancias, principalmente em
praticantes de atividade fisica 8.

Embora essas substancias possam ter seus efeitos positivos no processo de
hipertrofia do musculo esquelético e reducdo do porcentual de gordura, diversas
alteragBes prejudiciais no sistema cardiovascular e risco para a saude vém sendo

associadas com o uso abusivo de anabolizantes.

1.4 Esteroides Androgénicos Anabdlicos e Sistema Cardiovascular

Como descrito anteriormente, os EAA foram desenvolvidos para fins terapéuticos
no tratamento de algumas doencas °. Entretanto, nas Ultimas décadas, o uso
indiscriminado dessas substancias em busca de resultados mais rapidos, tornou-se um
problema de satde publica * . O abuso de EAA para fins desportivos e estéticos pode
levar a diversas alteracdes no sistema cardiovascular tais como; hipertrofia ventricular
esquerda, alteragBes na funcéo diastolica e aumento da resisténcia arterial periférica .

Tem sido estudado ha mais de 15 anos por esse grupo, os efeitos do uso abusivo de
anabolizantes no sistema cardiovascular em praticantes de musculagdo. Em um dos
primeiros estudos publicados, foi demonstrado que o uso de EAA pode causar aumento
da pressao arterial (PA) de 24 horas associado com maior elevacdo da atividade nervosa
simpatica (ASNM) em repouso, avaliado pela técnica de microneurografia 2. Além disso,

recentemente Porello e colaboradores demostraram que usuarios de EAA, além de



apresentaram elevacdo da ASNM em repouso, também apresentam uma resposta
exacerbada da ANSM durante uma situacao de estresse, avaliado pelo “stroop color word
test”, quando comparado aos ndo usuarios 2. Embora a causa da elevacgio da PA e da
ANSM nédo estejam totalmente clara, foi observado em estudo experimental que
alteracGes no controle barorreflexo arterial pode ser um dos mecanismos envolvidos nessa
alteragdo . Recentemente, observamos em humanos menor sensibilidade barorreflexa e
desbalanco do controle autondémico. Além disso, também foi encontrado maior rigidez
arterial nos usuarios de EAA comparados aos no usuarios 24,

Além do prejuizo do sistema nervoso simpatico, também foi observado prejuizo da
resposta da atividade nervosa parassimpatica, avaliada pela queda da frequéncia cardiaca
de recuperacdo apos teste de esforco méaximo na esteira (teste cardiopulmonar). Usuarios
de EAA apresentaram menor resposta da queda da frequéncia cardiaca de recuperacéo do
1° e 2° quando comparado aos ndo usuarios 2. Todas essas alteragdes em conjunto
demonstram um desbalan¢o no controle autondmico, o que pode estar envolvido na
elevacdo da pressdo arterial e frequéncia cardiaca de repouso em jovens usuarios de EAA.

Ha também a possibilidade que o aumento da PA esteja associado a sobrecarga
hemodinamica nos ventriculos, gerando inclusive alteracbes no remodelamento cardiaco
260 aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo pode causar diminui¢do na
funcdo diastdlica final e, com isto, levar a disfuncdo cardiaca tanto diastélica quanto
sistdlica 2"2°,

Registros de morte subita, principalmente aquelas associadas ao infarto agudo do
miocéardio (IAM), vem chamando atencdo em jovens usuérios de EAA. A primeira morte
subita que se tem conhecimento devido ao abuso de EAA foi em 1988 0. Em alguns

estudos de caso, jovens usuarios de EAA faleceram ap6s parada cardiaca sem apresentar



sintomas previos. Os estudos de necropsia revelaram hipertrofia, dilatacdo, fibrose
intersticial, focos de necrose do ventriculo esquerdo e agregacéo plaquetaria 3.

Alteragdes no perfil lipidico como concentragdes reduzidas de HDL e aumento das
concentragdes de LDL, sdo frequentemente observados em usudrios de EAA 2132, |sso
pode ser explicado, pelo menos em parte, pela maior atividade da enzima lipase
trigliceridica hepéatica. No figado, os EAA principalmente administrados por via oral,
podem induzir ao aumento da atividade da lipase trigliceridica, favorecendo aumento das
concentragdes de LDL e reducgdo das concentracdes de HDL 33 3. Além disso, reducdes
da concentracdo de HDL também pode depender da dose e do tempo de uso de esteroides
%, Dessa maneira, alguns investigadores tém sugerido que o 1AM em usuarios de EAA,
pode estar associado com essas alteracdes lipoproteicas .

A HDL é um dos principais fatores envolvidos no controle do processo
aterosclerotico 3. A funcéo antiaterogénica da HDL é devido principalmente a sua funcéo
de transportar lipides, principalmente ésteres de colesterol dos tecidos periféricos para o
figado, conhecido como transporte reverso do colesterol . Além disso, a HDL possui
outras funcbes importantes e protetoras no vaso sanguineo como: proteger a LDL do
processo de oxidacdo, estimular a sintese de Oxido nitrico, inibir a sintese de fator de
ativacio plaquetaria e proteger os eritrocitos contra a atividade pro-coagulante 3 3. Por
outro lado, concentracBes reduzidas de HDL estdo fortemente associado com o
desenvolvimento de DAC ¥'.

N&o apenas a concentracdo, mas também a funcionalidade da HDL tem um papel
importante na prevencido de DAC “°. Kosmas e colaboradores reportaram que a
capacidade da HDL em remover o colesterol do macréfago é uma fungéo importante da
HDL, porque €é associada inversamente com o risco de DAC, independente da

concentragéo de HDL .



Santora e colaboradores foram os primeiros a demonstrarem em um estudo clinico
observacional que usuérios de EAA apresentam maior quantidade de calcio nas artérias
coronarianas “2. Recentemente, Baggish e colaboradores demonstraram que usuarios de
EAA [idade mediana de 42 anos (39-47)] apresentam DAC e maior volume de placa nas
coronérias comparado a ndo usudrios. Embora esse estudo ndo tenha estudado os
mecanismos envolvidos nessa precoce alteracéo, foi observado que o volume de placa
esta associado com o tempo de uso dessas substancias “®. Dessa maneira, se torna
necessario estudar os possiveis mecanismos envolvidos nessa doenga, uma vez que, a
presenca de calcio na artéria coronariana € um fator de risco independente para eventos
cardiovasculares 4+,

O comportamento do padrdo de fluxo sanguineo arterial, conhecido como “Shear
rate” (SR), tem sido associado com desenvolvimento de DAC. O SR unidirecional (fluxo
anterogrado) causa uma tensdo de cisalhamento (shear stress) na parede endotelial que
estd associado a maior liberacéo de substancias antiaterogénico como por exemplo; 6xido
nitrico e superdxido dismutase, além do balango vasomotor arterial que influencia a
funcéo endotelial “6. Por outro lado, um distirbio no SR, caracterizado pelo aumento do
fluxo retrégrado e oscilatdrio, gera um shear stress que esta associado a maior liberacéo
de fatores pro-aterogénicos e aumento da disfuncio endotelial “6. O distirbio do SR foi
observado primeiramente em idosos, o qual parece estar associado com maior ANSM e
menor biodisponibilidade de 6xido nitrico 4.

O aumento do SR retrogrado contribui na liberacdo de processos inflamatorios que
estdo associados ao desenvolvimento da doenca aterosclerética 6. A proteina C reativa
ultrassensivel (PCR-us), a qual é um marcador inflamatério associada com o aumento
risco de evento cardiovascular na populacdo geral “8, foi observado, entdo, que em

usuarios de EAA, havia maior concentragdo da PCR-us comparado aos n&o usuarios *°.
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Dessa maneira, é possivel imaginar que usuarios de EAA poderiam apresentar disturbio
no SR devido ao aumento da ANSM 2122, maior inflamagéo vascular e consequente,
aumento no processo ateroscleratico.

Dessa forma, as hipoOteses desse estudo foram: 1) Além das concentracfes
plasmaticas reduzidas de HDL, usuarios de EAA também apresentam prejuizo na
funcionalidade da HDL; 2) Usuarios de EAA apresentam maior escore de calcio e DAC
precoce e; 3) Usuarios de EAA apresentam um disturbio no SR (aumento do fluxo

retrogrado e oscilatorio) associado com o aumento da ANSM e PCR-us.

2. Objetivos

Objetivos Primarios:

1) Avaliar a funcionalidade da HDL (efluxo do colesterol e capacidade antioxidante)

em usudrios de EAA;

2) Avaliar a presenca de escore de célcio e doenca arterial coronariana precoce em

usuarios de EAA;
Objetivo Secundario.

1) Avaliar o comportamento do Shear Rate retrogrado e oscilatorio da artéria braquial

em usudrios de EAA.
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3. Material e Métodos

3.1 Comissao de ética
O presente projeto foi submetido a comisséo de ética para analise de projetos de
pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo (CAPPesq), e aprovado sobre numero do parecer (3945/13/070).

3.2 Populacéo e critérios de inclusdo

Os individuos foram pré-selecionados em diversas academias do Estado de S&o
Paulo. Além disso, também acompanhamos algumas competi¢cdes de fisiculturismo com
0 objetivo de selecionar voluntarios. Por meio de visualizacdo em redes sociais, e-mails
também foram enviados para possiveis candidatos que visualmente pareciam utilizar os
EAA.

Dessa maneira, no periodo de 2015 até 2017, foram entrevistados 68 individuos
do sexo masculino. Destes, 18 foram excluidos por ndo apresentarem todos os critérios
de inclus&o ou por falta de tempo para participar do estudo. Dos aproximadamente 20 e-
mails enviados, apenas 3 individuos responderam com interesse em participar, no entanto,
ndo apresentavam os critérios de inclusdo. Assim, 50 individuos foram separados em trés
grupos: 1) 20 individuos usuérios de Esteroides Androgénicos Anabdlicos (grupo UEAA)
praticantes de musculagdo; 2) 20 individuos ndo usuarios de Esteroides Androgénicos
Anabdlicos (grupo NUEAA) praticantes de musculacao, e; 3) 10 individuos sedentarios
saudaveis, denominado controle sedentario (grupo CS).

O calculo amostral foi projetado, apds consulta com um profissional Estatistico
especializado na area. O célculo amostral foi realizado com base em um estudo da

literatura *?, em que foi verificado o escore de calcio em usuarios de esteroides
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anabolizantes. Nesse estudo, foi observado em um ndmero de 14 individuos usuarios de
anabolizantes, 7 individuos apresentavam percentil de calcio superior ao percentil 90, ou
seja, 50% dos individuos. Além disso, nesse mesmo estudo, o grupo controle que foi
pareado para a idade, dos 12 individuos avaliados, apenas 3 apresentavam um percentil
de célcio superior a 50, aproximadamente 12%. Ent&o, baseado nesse estudo foi projetado

o tamanho amostral da seguinte forma:

Teste de diferenca(bilateral):M2<>M1
mlL m2 d.p. delta alfa z(alfa/2)  z(alfa) beta z(beta)  n(por grupo)
12 50 38 1,00 0,05 1,96 1,64 0,1 1,28 22

12 50 38 1,00 0,05 1,96 1,64 0,2 0,84 17

Onde: ml: 12% que é a taxa observada na populacdo geral para a idade (literatura).
m2: 50% que é a taxa provavel esperada de acometimento da populagdo que sera
estudada.
Dessa forma, para uma diferenca estatistica com erro alfa de 5% e erro beta de 20%,

o gradiente Delta é de 100% para 17 pacientes com um poder estatistico de 84%.

Para a participacdo do estudo, os individuos deveriam apresentar os seguintes

critérios:

A) Critérios de inclusdo para o grupo UEAA:

v Homens com idade entre 18 e 45 anos;

v' Praticantes assiduos de musculacdo ha pelo menos 2 anos, minimo de 3

VEZES por semana,
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v" Usuérios de anabolizantes ha pelo menos 2 anos (drogas injetaveis e/ou

orais), com pelo menos 2 ciclos de EAA por ano.

B) Critérios de Incluséo para o grupo NUEAA:

v" Homens com idade entre 18 e 45 anos;

v' Praticantes assiduos de musculacdo ha pelo menos 2 anos, no minimo 3

VEZES por semana;

v Nunca terem usado qualquer tipo de anabolizantes.

C) Critérios de exclusdo para 0s grupos:

v" Realizar treinamento aerébio, doenca arterial coronariana ja documentada,
diabetes mellitus, alcoolismo, fumantes, uso de medicamentos anti-

hipertensivos, dislipidémicos e tireoidianos.

O grupo sedentario ndo poderia estar envolvido com a préatica de exercicios fisicos
regulares nos Gltimos 6 meses, ndo utilizarem medicamentos para pressao arterial,
colesterol e diabetes, e ndo serem obesos [indice de massa corporal >30 kg/m2])

Todos os individuos selecionados foram matriculados no Ambulatério de
Cardiologia Esportiva da Unidade de Reabilitacdo Cardiovascular e Fisiologia do
Exercicio do Instituto do Coracgédo (InCor - HCFMUSP), e foram submetidos a anamnese
e exame clinico no inicio do estudo. Para o grupo UEAA, foi realizado um questionario
para saber o tipo, tempo e dosagem de EAA. Além disso, foi realizado uma coleta de
urina (doping urinario) em todos os 50 participantes para confirmar o uso ou ndo de EAA,

bem como identificar o tipo utilizado durante o estudo.
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Ap06s informados verbalmente de todos os procedimentos, beneficios e riscos que
seriam submetidos, todos os participantes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido” (TCLE). O TCLE esté apresentado no apéndice.

3.3 Coleta de dados

Artigo 1. Por meio de uma coleta de sangue, foram realizadas as dosagens do perfil
lipidico, hormonal, biomarcadores e inflamatorios. Todos os individuos foram orientados
a suspenderem a pratica de atividade fisica por 48 horas e a ficarem 12 horas de jejum
antes da realizagdo do exame. O efluxo do colesterol foi avaliado pelo efluxo do *C-
colesterol em células de macrofagos de camundongos em cultura. A porcentagem do
efluxo do colesterol foi calculado da seguinte maneira: **C-colesterol no meio/(**C-

colesterol no meio + *C-colesterol na célula) x 100. Figura 3.

50 pg/ mL de HDL (participante)

LDL acetilada
+
radioativo (**C-colesterol) @
48 horas HDL DL 8 horas
i) 10 HDL Efluxo do colesterol
—) D 0 —
mediado pela HDL
Poco com Macrofagos Poco com Macréfagos enriquecidos

de colesterol

14C-colesterol no meio
% efluxo= x 100

14C-colesterol no meio / 1*C-colesterol na célula

Figura 3. Efluxo do colesterol mediado pela HDL.

Para a atividade antioxidante da HDL, foi calculado o tempo (minutos) de

resisténcia da LDL a oxidacdo (“lag time™) entre o inicio da reacdo e a interseccdo do
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tempo com a reta extrapolada da fase de propagacéo, e a razdo maxima de formacéo de
dienos conjugados, determinada pela absorbancia maxima/min . O lag time de oxidag&o
das LDL representa o tempo em que estas lipoproteinas resistem a oxidagdo. Ele é
determinado pelo ponto onde o incremento linear da absorbancia cruza com a linha do

tempo. Quanto maior o "lag time", maior sera o tempo que essas LDL resistem a oxidag&o.

(Figura 4).
LDL (individuo saudavel) Lag Time
.+.
Cobre (oxidar a LDL) E
S
.
=
=
=
g
=
2
a
Poco Tempo de oxidacio do LDL (minutos)

Figura 4. Capacidade antioxidante da HDL. Tempo que a LDL resiste a oxidacao

Todas as analises de Angiotomografia de Coronarias foram realizadas no Centro de
Diagnostico por Imagem do Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Foi realizado uma coleta de urina em todos os participantes para a realizacdo da
analise toxicolégica por meio da cromatografia liquida de ultra performance com
deteccdo de espectrometria de massa (UPLC-MS/MS) em todos os individuos
participantes do estudo para provar a presenca e auséncia de EAA, adaptado de Campos

e colaboradores °l.  Adicionalmente, a relagdo de concentragdo de
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testosterona/epitestosterona (T/E) foi realizada. Uma relacdo T/E superior a 6 indica
abuso de anabolizantes °2,

A densitometria computadorizada por absociometria radiologica de dupla energia
(DXA), foi utilizado para avaliar a composi¢do corporal dos individuos. Trata-se de um
procedimento de imagem, de alta tecnologia, que permite a quantificacdo da gordura e do
masculo, assim como, o conteddo mineral 0sseo e estruturas 6sseas mais profundas do
corpo. Todos os detalhes dos procedimentos estdo descritos no artigo 1.

Artigo 2. Em um subgrupo dos participantes do Artigo 1 (grupo UEAA; n=10 e
grupo NUEAA; n=10), foi avaliado o comportamento do fluxo sanguineo (Shear Rate)
por meio do ultrassom da artéria braquial (Figura 5). Adicionalmente, o perfil lipidico,
glicemia e PCR-us, além das medidas de pressdo arterial e atividade nervosa simpatica
muscular foram avaliados. Todos os detalhes dos procedimentos estdo descritos no artigo

2.

Figura 5. Avaliagdo do comportamento do fluxo sanguineo (Shear Rate) da artéria

braquial.
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4. Analise Estatistica

Artigo 1: Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo da media ou
mediana £ IQR (25% - 75%; IQR= interquartile range). Os dados foram testados para
normalidade usando Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos foram analisados pela
analise de variancia de um caminho (ANOVA) e quando encontrado significancia, foi
utilizado a comparacdo de Post-hoc de Scheffe. Para os dados ndo paramétricos, foi
utilizado a analise de Kruskal-Wallis. O teste Pearson Chi-Square foi utilizado quando
necessario. A correlacdo de Spearman foi utilizada para testar a associacdo entre as
variaveis. Foi aceito como diferenca significativa p < 0,05.

Artigo 2: Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo da média ou
mediana £ IQR (25% - 75%; IQR= interquartile range). Os dados foram testados para
normalidade usando Shapiro Wilk. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste T-
Student. Para os dados ndo parameétricos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon.
A correlacdo de Sperman foi utilizada para testar a associacdo entre as variaveis. Foi

aceito como diferenca significativa p < 0,05.
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6. Resultados

Artigo 1

Souza FR, Dos Santos MR, Porello RA, Fonseca GWPD, Sayegh ALC, Lima TP, Ferreira
FD, Oliveira TF, Yonamine M, Takayama L, Pereira RMR, Negrdo CE, Passarelli M,
Rochitte CE, Alves MIJNN. Diminished cholesterol efflux mediated by HDL and
coronary artery disease in young male anabolic androgenic steroid users.

Atherosclerosis. 2019 Apr; 283:100-105.

Nesse estudo, avaliamos a funcionalidade da HDL (efluxo do colesterol e
capacidade antioxidante), e a presenca de doenca arterial coronariana em praticantes de
musculacao usuarios e ndo usuarios de EAA, e de individuos sedentarios. Os principais
resultados foram: 1) Usuarios de EAA apresentam menor efluxo do colesterol mediado
pela HDL; 2) O abuso de EAA esta correlacionado com o menor efluxo do colesterol e
maior prevaléncia de doenca arterial coronariana; e 3) foram encontradas placas
aterosclerdticas em 25% do grupo usuarios de EAA, em pelo menos duas artérias
coronarias. Por outro lado, ndo se observou presenca de placa nos grupos NUEAA e CS

(artigo em anexo).
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Artigo 2.

Souza FR, Sales ARK, Dos Santos MR, Porello RA, Fonseca GWPD, Sayegh ALC, Filho
ACB, Pereira RMR, Takayama L, Oliveira TF, Yonamine M, Negréo CE, Alves MJNN.
Retrograde and oscillatory shear rate in young anabolic androgenic steroid users.

Scand J Med Sci Sports. 2019 Mar;29(3):422-429.

Nesse estudo, avaliamos o comportamento do fluxo sanguineo “Shear Rate” da
artéria braquial em um subgrupo dos participantes do artigo. (grupo UEAA e grupo
NUEAA). Os principais resultados foram: 1) Usuérios de EAA apresentam maior fluxo
retrogrado e oscilatério na artéria braquial; 2) Significativa associacdo do fluxo
retrogrado e oscilatério com o aumento da ANSM; e 3) Maior concentracGes da PCR-us,
sugerindo aumento do perfil inflamatorio, comparado aos ndo usuarios de EAA. (artigo

em anexo).
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6. Andlise critica

O uso abusivo de esteroides androgénicos anabolizantes tem sido associado com
diversas alteracdes no sistema cardiovascular 2% 2 42 dentre elas, 0 desenvolvimento de
DAC 30 %8, Mas até 0 momento, os mecanismos que poderiam estar envolvidos no
desenvolvimento de DAC nessa populacdo, ndo eram totalmente esclarecidos.

O objetivo principal desse estudo foi investigar alguns dos mecanismos que
poderiam estar envolvidos no processo aterosclerético, além de confirmar os achados de
aumento da prevaléncia de DAC nessa populacdo. Como ¢é de conhecimento, o uso de
EAA pode reduzir as concentracfes plasmaticas de HDL e aumentar as concentracfes
plasmaéticas de LDL 2133 ambos associados a fatores de risco para doenca cardiovascular
% Nesse estudo, além das concentracdes reduzidas de HDL, frequentemente observado
nessa populacdo, demonstrou-se um novo achado, onde usuarios de EAA apresentaram
prejuizo da funcionalidade da HDL para realizar o efluxo do colesterol, ou seja, reducao
da capacidade da HDL em remover o colesterol de macrofagos. Dessa maneira, a redugédo
do efluxo do colesterol pode levar a maior acimulo de colesterol no macréfago, que por
sua vez, reduz o transporte reverso do colesterol. Essa alteracdo pode estar associada ao
desenvolvimento aterosclerotico precoce nessa populacdo. De fato, encontrou-se placas
aterosclerdticas em 25% do grupo usuarios de EAA. Ao contrario, ndo se observou a
presenca de placas ateroscleréticas nos grupos ndo usuarios. Além disso, demonstrou-se
uma associacao entre o tempo de uso dos EAA com menor efluxo do colesterol mediado
pela HDL e, com a presenca de DAC.

Um resultado inesperado, entretanto, foi se observar que havia um aumento da
capacidade antioxidante da HDL nos usuarios de EAA quando comparado aos grupos ndo
usuarios. Esse resultado sugere que a HDL dos UEAA, pode proteger por mais tempo a

LDL de sofrer oxidagdo. Todavia, foi analisado somente o tempo de oxidacdo, ndo foi
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possivel quantificar a LDL oxidada. Embora a explicagdo para esse resultado ndo seja o
objetivo principal desse trabalho, hé evidencias na literatura de que a reposi¢do hormonal
de testosterona aumenta as concentragdes da paraoxanase-1 (PON1) >°. A PON1 tem
importante capacidade antioxidante e poderia estar elevada em usuarios de EAA. Essa
hipotese, entretanto, necessitara de investigacdes futuras.

Outro resultado novo do presente trabalho (Artigo 2) diz respeito a alteragdo do
comportamento de fluxo sanguineo (Shear rate - SR) da artéria braquial. Estudos in vitro
usando células de cultura e artérias isoladas, demonstraram que o shear stress causado
pelo fluxo anterogrado induz expressdes de genes com perfil antiaterogénico % >’. Por
outro lado, quando essas células foram expostas as alteracdes do fluxo, o shear stress
causado por esse disturbio de fluxo induziu aumento da expressdo de genes pro
aterogénico como por exemplo, interleucinas e endotelina-1, que podem favorecer o
desenvolvimento de aterosclerose *8. O disturbio no SR foi observado pela primeira vez
em idosos e 0s mecanismos envolvidos nessa alteracdo ndo sdo totalmente
compreendidos, mas, até 0 momento, acredita-se que essa alteracdo pode estar associada
com o aumento da ANSM e menor biodisponibilidade de oxido nitrico em idosos quando
comparado a jovens saudaveis #'.

Interessantemente, foi observado em nesse estudo que jovens usuarios de EAA
também apresentam disturbio no comportamento do SR, o qual foi associado com maior
ANSM, quando comparado aos jovens ndo usuarios de EAA. Esses resultados séo
clinicamente importantes, porque sugerem gue o uso abusivo de EAA pode gerar aumento
do SR retrégrado e oscilatorio. Essas alteracBes, podem ser um dos mecanismos
associados com o desenvolvimento de DAC precoce nessa populagéo.

Finalmente, a préatica de exercicio fisico leva a beneficios importantes para o

sistema cardiovascular. O uso abusivo de anabolizantes parece interferir de maneira
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negativa, se contrapondo a esses beneficios promovidos pelo treinamento fisico. O dano
vascular coronariano provocado, sugere um envelhecimento cardiovascular precoce em

jovens usuérios de EAA.
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7. Concluséao

Com os resultados encontrados nesse trabalho, podemos concluir que o uso
abusivo de esteroides androgénicos anabdlicos pode reduzir o efluxo do colesterol
mediado pela HDL e sugerir um aumento da prevaléncia de doenca arterial coronariana
precoce. Além disso, essas substancias podem gerar um aumento do disturbio do fluxo
sanguineo (Shear Rate) da arterial braquial que foi associado com o aumento da atividade
nervosa simpatica muscular, nessa populacéo.

Todas essas alteragdes, em conjunto, podem estar, pelo menos em parte,
envolvidas com os mecanismos de desenvolvimento de doenca arterial coronariana

precoce em jovens usuarios de esteroides androgénicos anabolicos.
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HIGHLIGHTS

® Anabolic androgenic steroids (AAS) abuse impairs the cholesterol efflux mediated by HDL.
® AAS abuse seems to be correlated with lower cholesterol efflux and subclinical coronary artery disease (CAD).
® We found at least 2 coronary arteries with plaques in 25% of AAS users.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background and aims: Anabolic androgenic steroids (AAS) have been associated with coronary artery disease
Cholesterol efflux (CAD). AAS abuse leads to a remarkable decrease in high-density lipoprotein (HDL) plasma concentration, which
HDL . could be a key factor in the atherosclerotic process. Moreover, not only the concentration of HDL, but also its
Coronary artery disease functionality, plays a pivotal role in CAD. We tested the functionality of HDL by cholesterol efflux and anti-

Anabolic androgenic steroid oxidant capacity. We also evaluated the prevalence of CAD in AAS users.

Methods: Twenty strength-trained AAS users (AASU) age 29 + 5yr, 20 age-matched strength-trained AAS
nonusers (AASNU), and 10 sedentary controls (SC) were enrolled in this cross-sectional study. Functionality of
HDL was evaluated by **C-cholesterol efflux and the ability of HDL in inhibiting LDL oxidation. Coronary artery
was evaluated with coronary computed tomography angiography.

Results: Cholesterol efflux was lower in AASU compared with AASNU and SC (20 vs. 23 vs. 24%, respectively,
p < 0.001). However, the lag time for LDL oxidation was higher in AASU compared with AASNU and SC (41 vs
13 vs 11 min, respectively, p < 0.001). We found at least 2 coronary arteries with plaques in 25% of AASU.
None of the AASNU and SC had plaques. The time of AAS use was negatively associated with cholesterol efflux.
Conclusions: This study indicates that AAS abuse impairs the cholesterol efflux mediated by HDL. Long-term AAS
use seems to be correlated with lower cholesterol efflux and early subclinical CAD in this population.

1. Introduction widespread problem worldwide. Adverse events like sudden cardiac
death and heart attack have been reported in AAS users [1-3], which
Anabolic androgenic steroids (AAS) abuse among young people is a could be associated with coronary artery disease (CAD) [4].
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Many studies have shown that the illicit use of AAS changes lipid
profile, leading to lower high-density lipoprotein (HDL) and higher low-
density lipoprotein (LDL) levels [5-8]. It is well known that decreased
concentration of HDL is a key factor in the atherosclerotic process
[9,10]. More interestingly, not only the concentration of HDL, but also
its functionality plays a pivotal role in CAD [11]. Kosmas and colla-
borators reported that the cholesterol efflux capacity from macrophages
is an excellent metric of HDL functionality, because it has a strong in-
verse association with the risk of CAD, independently of HDL plasma
levels [12].

Recently, Baggish and collaborators showed in older adult men that
long-term AAS utilization seems to be associated with myocardial
dysfunction and CAD [4]. However, whether AAS abuse leads to im-
pairment of HDL functionality is completely unknown.

In the present study, we evaluated the functionality of HDL, which
could be one of the mechanisms in the atherosclerotic process. We also
evaluated the prevalence of subclinical CAD in AAS users.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The local Human Subject Protection Committee approved this cross-
sectional study (3945/13/070), and each participant provided written
informed consent. Between April 2015 and April 2017, we enrolled 68
health male participants (asymptomatic and without previous cardio-
vascular disease) between 18 and 45 years of age. Of these, 18 were
excluded due to lack of time to participate in the study, obesity, and
smoking (see inclusion criteria below). Fifty age-matched participants
were evaluated and allocated: 20 AAS users (group AASU), 20 AAS
nonusers (group AASNU). Both groups (AASU and AASNU) were re-
creational weightlifters or amateur bodybuilding athletes who were
recruited from gymnasiums. In addition, 10 age-matched sedentary
men (without regular exercise training and/or sports, < 150 min/week
of physical activity such as walking with light/moderate intensity)
without cardiovascular disease (hypertension, diabetes, hypercholes-
terolemia, obesity [body mass index > 30 kg/m?]) served as a control
group. Exclusion criteria for all participants were with known CAD,
smoking, alcohol consumption, use of diuretics, statins and/or anti-
hypertensive medications, and liver and kidney disease.

AASU and AASNU groups had been involved in strength training for
at least 2 years. AASU should be self-administering AAS in periodic
cycles lasting from 8 to 12 weeks for at least 2 years with 2-4 cycles per
year. All AASU were on a cycle over the course of the study.

The doping urine test was performed by ultra-performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry detection (UPLC-MS/
MS) in all groups to document the presence of AAS. In addition, the
testosterone/epitestosterone (T/E) concentration ratio in the urine was
determined as previously reported [13]. A T/E ratio greater than six
indicates exogenous testosterone use [13].

2.2. Measures and procedures

All the participants abstained from sports supplements, caffeine-
containing products, and exercise training for 48 h before the exams.
Arterial blood pressure was measured using the auscultatory method
with the participant in a seated position after 10 min of rest in a quiet,
temperature-controlled (21 °C) room.

2.3. Blood measures

Blood sample was collected in the morning (between 8:00-10:00
a.m.) after 12 h fasting and after 30 min of resting for lipid assessment
(total cholesterol, LDL, HDL, and triglycerides), glucose, and high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), hepatic and kidney biomarkers,
and hormonal parameters.
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2.4. Determination of cholesterol efflux mediated by HDL

The cholesterol efflux was evaluated by '*C-cholesterol efflux
mediated by HDL with macrophages cultured cells from mice.
Cholesterol efflux assays were done in quadruplicate wells in one single
experimental batch in order to avoid inter assay variability. The mean
value of basal efflux (considering all plaques) was subtracted from the
efflux value obtained with the addition of patient's HDL. Then, it was
obtained the cholesterol efflux specifically mediated by HDL. The per-
centage of 14C-cholesterol efflux was calculated as follow; 14C-cho-
lesterol in medium/14C cholesterol in medium +14C cholesterol in
cells x 100. Detailed determination of cholesterol Efflux is described in
the Supplementary Data.

2.5. HDL antioxidant capacity

Low-density lipoproteins (LDL), isolated from a pool of healthy
human plasma donors, were dialyzed against PBS without EDTA and
then diluted to obtain a concentration of 40 mg of LDL protein in 500 puL
of deionized H,0. The time (min) of LDL resistance to oxidation (lag
time) was calculated between the start of the reaction and the inter-
section of time with the extrapolated line of the propagation phase, and
the maximum rate of conjugated diene formation determined by max-
imum absorbance/min [14]. Detailed determination of HDL antioxidant
capacity is described in the Supplementary Data.

2.6. Coronary computed tomography angiography image acquisition

To assess coronary artery plaque and calcification, all participants
underwent coronary computed tomography angiography according to
the guidelines of the Society of Cardiovascular Computed Tomography
(SCCT) [15]. Detailed CTA method is described in the Supplementary
Data.

2.7. Body composition

Body composition was assessed by dual-energy X-ray absorptio-
metry (DXA), (Discovery DXA system, Hologic Inc) to measure total fat-
free mass, fat mass, and fat percentage in all participants. DXA was used
to exclude possible bias of body mass index (BMI) among the partici-
pants.

2.8. General cardiovascular risk

To assess the clinical cardiovascular risk score, we used the Castelli
Index to assess the risk of development of coronary artery disease (CAD)
[16] and Framingham Heart Study Score that predicts risk of specific
atherosclerotic cardiovascular disease (CVD risk) [9]. Detailed general
cardiovascular risk is described in the Supplementary Data.

2.9. Statistical analysis

The sample size calculation was based on difference of 5% alpha
error and 20% beta error to detect a mean difference in CAD (primary
outcome) in any of the two groups. Thus, the delta gradient is 100% for
17 patients for each group (AASU and AASNU) with a statistical power
of 84%. In addition, 10 sedentary men (group SC) were included. Data
are presented as mean + standard deviation (SD) or median (inter-
quartile range — IQR - 25%-75%). The Kolmogorov-Smirnov test was
used to evaluate the normal distribution of the variables studied. The
parametric data were obtained by one-way ANOVA analysis of var-
iance. When a significant difference was found, the Scheffe post-hoc
comparison test was used. Kruskal Wallis and Dunn's multiple com-
parison tests were used for nonparametric data. The chi-square test was
used for categorical variables. Bivariate correlation test (Spearman) was
also used. p < 0.05 indicates statistical significance. The Statistical
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Table 1

Atherosclerosis 283 (2019) 100-105

Physical characteristics, clinical biomarkers, and hormonal profile in anabolic androgenic steroid users (AASU), anabolic androgenic steroid nonusers (AASNU), and

sedentary control (SC).

Variables AASU (n = 20) AASNU (n = 20) SC (n = 10) P

Age (years) 29 £ 5 29 £ 5 29 £ 3 0.861
Weight (kg) 97.4 (90.1-104.9) ** 82.0 (74.0-88.0) 74.8 (70.0-87.5) 0.003
Height (m) 1.78 = 0.04 1.80 = 0.09 1.76 + 0.08 0.841
BMI (kg/m?) 31.11 + 3.45 *7 25.45 + 1.92 25.70 * 3.38 < 0.001
SBP (mmHg) 130 (130-140) *¥ 120 (100-120) 120 (110-120) < 0.001
DBP (mmHg) 90 (80-90) ** 80 (70-80) 80 (70-80) < 0.001
TC (mg/dL) 186 (143-208) 155 (134-188) 189 (175-200) 0.07
HDL-c (mg/dL) 19 (13-25) *' 44 (41-54) 50 (40-55) < 0.001
LDL-c (mg/dL) 144 (105-179) ** 96 (81-125) 122 (105-132) 0.001
Non-HDL-c (mg/dL) 157 (121-198)" 111 (94-139) * 147 (128-152) 0.03
Triglycerides (mg/dL) 74 = 23 75 = 35 98 + 45 0.15
Glucose (mg/dL) 90 + 7 90 * 6 92 = 8 0.66
Urea (mg/dL) 36 =8 33 +6 30 £ 9 0.13
Creatinine (mg/dL) 1.30 + 0.16 *' 1.11 * 0.21 1.02 = 0.12 < 0.001
GOT (U/L) 41 (34-55) *' 23 (20-32) 23 (19-29) < 0.001
GPT (U/L) 63 (54-88) ** 36 (30-51) 35 (29-54) 0.001
Gamma GT (U/L) 26 (21-36) * 29 (24-44) 36 (27-53) 0.02
TSH (uUl/mL) 1.91 (1.11-2.49) 1.73 (1.26-2.24) 1.54 (1.00-2.77) 0.74
FSH (mUl/mL) 0.10 (0.10-0.10) ** 2.88 (1.90-4.91) 2.30 (2.48-4.60) < 0.001
LH (mUl/mL) 0.10 (0.10-0.10) *" 2.73 (2.03-3.49) 3.55 (2.57-6.09) < 0.001
Prolactin (ng/mL) 6.70 (4.67-9.61) 7.66 (5.21-8.47) 6.13 (4.40-7.49) 0.45
Lean mass (kg) 82.05 = 9.18 *T 62.81 + 7.15 * 53.94 + 7.38 < 0.001
Fat (kg) 12.0 (9.9-15.1) =' 15.5 (11.7-18.1) * 19.5 (15.2-26.8) 0.033
Fat percentage (%) 13.18 + 5.62 *' 19.27 + 4.33 * 27.59 * 7.49 0.005
BMD (kg) 3.51 + 0.32 * 3.33 £ 0.44 3.02 = 0.36 0.007

Data are presented as mean = SD or median * IQR (25%-75%; IQR = interquartile range).

BMI = body mass index, BMD = bone mineral density, SBP = systolic blood pressure, DBP = diastolic blood pressure, TC = total cholesterol, HDL-c = high-density
lipoprotein cholesterol, LDL-c = low-density lipoprotein cholesterol, GOT = glutamic-oxalacetic transaminase; GPT = glutamic-pyruvic transaminase; Gamma
GT = gamma-glutamyl transferase; TSH = thyroid stimulating hormone; FSH = follicle stimulating hormone; LH = luteinizing hormone.

*p < 0.05 vs. SC; 'p < 0.05 vs. AASNU.

Package for the Social Sciences (SPSS) version 23 was used to perform
all the statistical analyses.

3. Results

Fifty age-matched participants were evaluated and allocated: 20
AAS users (group AASU), 20 AAS nonusers (group AASNU) and10 se-
dentary men (group SC). Physical characteristics, clinical biomarkers,
and hormonal profile are shown in Table 1. Cumulative lifetime dura-
tion of strength training, AAS use and types of AAS used are shown in
Supplementary Table 1.

The cholesterol efflux mediated by HDL was significantly lower in
AASU compared with AASNU and SC (Fig. 1A). On the contrary, the lag
time of LDL oxidation was higher in AASU than in AASNU and SC
(Fig. 1B).

In addition, AASU had a modified composition of HDL particles with
reduced HDL-cholesterol, HDL-triglycerides, HDL-apo Al, and HDL-
phospholipids compared with AASNU and SC (Fig. 2A-D, respectively).

We found at least 2 coronary artery segments with lipid, fibro-lipid,
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Fig. 1. (A) Cholesterol efflux mediated by high-density lipoprotein (HDL), AASU (n = 19), AASNU (n = 20),

lipoprotein (LDL) oxidation. AASU (n = 15), AASNU (n = 13), and SC (n = 7).

102

and/or calcium plaques in 25% of AASU (Table 2). In contrast, none of
the AASNU and SC participants had CAD. In those AASU who had
subclinical CAD, fibro-lipid plaques were in 58%, followed by 27% with
lipid plaques, and 15% with calcium plaques (Table 2). The mean total
plaque volume was 274.4 mm?®, with negative index remodelling of
97.8%, and degree of stenosis from 30 to 50% (Table 2). Left anterior
descending artery (LAD), circumflex artery (CX), right artery (RCA),
diagonal artery (DI), and first diagonal artery (D1) were the most af-
fected segments (Table 2).

Supplementary Figs. 1A and B shows calcified plaque in the left
anterior descending artery (LAD) in a 27-year-old man AAS user, and a
mixed plaque in the LAD in a 43-year-old man AAS user, respectively.
Moreover, it is interesting to note that one 41-year-old AASU (24 cu-
mulative years of AAS use) had a coronary ulcer in the left anterior
descending artery; and one 43-year-old AASU (11 cumulative years of
AAS use) underwent cardiac catheterization, but without coronary an-
gioplasty.

We found that the time of AAS use was negatively associated with
cholesterol efflux mediated by HDL (Fig. 3A), HDL-cholesterol
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Fig. 2. Composition of a high-density lipoprotein (HDL) particle. AASU (n = 20), AASNU (n = 20), and SC (n = 10).

Table 2
Computed tomography coronary angiography in anabolic androgenic steroid users (AASU), anabolic androgenic steroid nonusers (AASNU), and sedentary control
(SQ).
AASU (20) AASNU (20) SC (10) p
Coronary arterial plaque, n 5 (25%) * 0 0 0.019
History familiar of CAD, n 1 (5%) 1 (5%) 1 (5%) 0.814
AASU Vessel Location  Lipid plaque, mm® Fibro lipid plaque, ~Calcium plaque, Total volume, I Degree of Index
mm® mm?® mm?® stenosis, % remodelling, %
27-year-old (3 years of AAS use) LAD  Proximal  35.3 (20.2%) 85.9 (49.2%) 53.5 (30.6%) 174.7 2 81
LAD  Medial 3.5 (24.0%) 8.7 (60.3%) 2.3 (15.7%) 14.5 1 88
27-year-old (6 years of AAS use) LAD Proximal  18.5 (30.4%) 35.4 (58.2%) 6.9 (11.4%) 60.8 1 126
LCx Proximal  51.1 (13.4%) 190.7 (50.0%) 139.4 (16.6%) 381.2 1 138
39-year-old (18 years of AAS use) RCA  Proximal 216.2 (23.4%) 676.6 (73.3%) 29.8 (3.2%) 922.6 2 68
RCA  Medial 216.2 (23.4%) 242.4 (49.8%) 12.3 (25.7%) 470.9 2 92
LCx Medial 22.7 (44.4%) 28.4 (55.6%) 0 51.1 2 88
LAD Medial 77.9 (21.5%) 260.0 (72.0%) 25.0 (12.0%) 362.9 2 58
41-year-old (24 years of AAS use) LCx Proximal  26.0 (20%) 107.0 (87.0%) 18.0 (15.0%) 151.0 1 38
LAD  Medial 113.8 (38.2%) 179.2 (60.2%) 0 293.0 1 118
43-year-old (11 years of AAS use) LAD  Proximal 64.3 (26.2%) 136.1 (55.5%) 44.6 (18.2%) 245.0 4 131
DI Proximal  126.6 (39.9%) 147.0 (46.4%) 43.4 (13.7%) 317.0 4 87
DI Proximal  56.9 (29.9%) 114.1 (60.1%) 19.0 (10.0%) 190.0 1 132
RCA  Distal 57.5 (27.7%) 70.1 (33.8%) 79.6 (38.4%) 207.2 1 124
Mean 77.6 (27.3%) 163.0 (58.0%) 33.8 (15.0) 274.4 2 97.8

* Represents the degree of stenosis at specific coronary artery segment on a scale of 0-5, where 0 = 0% stenosis, 1 < 30%, 2 = 30%-50%, 3 = 51%-70%,

4 = 71%-99%, and 5 = 100%.

CAD = coronary artery disease; LAD = left anterior descending artery; LCX = left circumflex artery; RCA = right coronary artery; DI = diagonal branch artery.

(Fig. 3B), and HDL-apo AI (Fig. 3C). Moreover, the time of AAS use was
positively associated with total coronary artery plaque volume
(Fig. 3D).

Finally, we also calculated 2 different clinical cardiovascular risk
scores, both Castelli Index and Framingham Heart Study scores were
higher in AASU compared with AASNU and SC. Vascular aging and hs-
CRP were also higher in those men who used AAS (Supplementary
Table 2).

4. Discussion
To the best of our knowledge, this is the first study to assess the

effect of illicit use of AAS on the function of HDL as a possible me-
chanism involved in CAD in young men. We found that AAS users have
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impaired efflux cholesterol capacity mediated by HDL when compared
with that in sedentary men or the weightlifters who did not use AAS. In
our cohort, about 1 in 4 weightlifters (25%) who used AAS had signs of
subclinical CAD on CT. In contrast, none of the AAS nonusers and the
sedentary participants had subclinical CAD. In additional, a negative
correlation between the time of AAS use with efflux cholesterol was
found.

The illicit use of AAS has several cardiovascular implications, such
as autonomic imbalance, increased blood pressure, and endothelial
dysfunction [7,17,18]. Moreover, AAS abuse is also linked to lower HDL
concentration, high levels of coronary artery calcium [19], and in-
creased coronary artery plaque volume [4]. However, the mechanisms
involved in subclinical CAD in this population are completely unknown.
Santora and collaborators were the first to show an association between
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(n = 20), (C) time of AAS use and HDL-apo Al AASU (n = 20), and (D) time of AAS use and total coronary artery plaque AASU (n = 20).

AAS abuse with lower HDL concentration and coronary artery calcifi-
cation [19]. More recently, Baggish and collaborators reported left
ventricular dysfunction and premature subclinical CAD in weightlifters
who used AAS [4]. However, both studies enrolled middle-aged men
with an age range from 28 to 55 years (mean age around 40 years old).
In our study, we enrolled only asymptomatic young men, without a
history of cardiovascular disease, with the mean age of 29 years. We
have demonstrated that even in younger men, the illicit use of AAS has
a potential to provoke subclinical CAD.

The illicit use of AAS, mainly those administrated orally, leads to
greater hepatic lipase (HL) activity [6]. HL plays a key role in facil-
itating the uptake of lipoproteins by the liver, which is one the main
mechanisms to decrease HDL-cholesterol and apo Al in AASU [6]. In
our study, we found a remarkable decrease in HDL plasma concentra-
tion, HDL-cholesterol and apo AI. Moreover, HDL-triglycerides and
HDL-phospholipids were lower in AAS users. Taken together, these
findings show that AAS also alters the structure of HDL, which may
impair HDL functionality. In fact, we found that weightlifters who used
AAS had a diminished cholesterol efflux, that means a lowered ability of
HDL to accept cholesterol from macrophages.

Despite the impairment in cholesterol efflux mediated by HDL, the
antioxidant capacity of HDL is higher in AAS users compared with se-
dentary and AAS nonusers. This finding suggests that HDL protects LDL
oxidation for a longer time. However, we only studied the lag time for
LDL oxidation. Thus, we do not know how much LDL was oxidized
(quantitatively). This issue deserves future study. For instance, in young
men without a history of AAS use, resistance training decreases the
oxidized LDL in the plasma [20]. The HDL particle is composed of
apolipoproteins and enzymes, such as the paraoxonase-1 (PON1),
which seems to be influenced by testosterone replacement in older
hypogonadal men [21]. PON1 has an antioxidant capacity and may be
increased by the supraphysiologic doses of testosterone. However, this
hypothesis should be addressed in AAS users.

This study has clinical implications. First, we found that AAS users
have decreased cholesterol efflux capacity by HDL, which could be, at
last in part, one of the mechanisms associated with subclinical CAD.
Second, 25% of young AAS users had signs of subclinical CAD with
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high-volume coronary plaque and even coronary luminal stenosis that
would not be expected in young men. Third, the most-used general
cardiovascular risk, the Castelli Index (ratio of TC:HDL cholesterol) and
Framingham Heart Study, were worse in AAS users.

4.1. Limitations

We recognize limitations in our study. We studied only men;
therefore, the results should be interpreted with caution in women. The
cholesterol efflux capacity mediated by HDL was only evaluated in
vitro. Our study was correlational, and the mechanism of the choles-
terol efflux capacity mediated by HDL on coronary disease should be
addressed in future studies. Despite of limitations on the quantitative
plaque characterization, specially the overlap between pixel densities of
lipid and fibrotic plaque, this technique is widely used in the literature
and has demonstrated the ability to detect plaques that has prognostic
value [22].

4.2. Conclusions

This study indicates that AAS abuse impairs the cholesterol efflux
mediated by HDL. Long-term AAS use seems to be correlated with lower
cholesterol efflux mediated by HDL and early subclinical CAD in this
population.
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Material Suplementar — Artigo 1

Resultados

Supplementary Table 1. Cumulative lifetime duration of strength training and AAS

use, and types of AAS used by anabolic androgenic steroid users (AASU), anabolic

androgenic steroid nonusers (AASNU), and sedentary control (SC).

Variables AASU (n=20) AASNU (n=20) SC (n=10) p
Strength training (years) 12+5 10+4 - 0.435
AAS use (years) 816 - - -

Type of AAS (weekly dose)

Testosterone (mg)’ 5754220 - - -
Nandrolone (mg) 630£125 - - -
Boldenone (mg) 500+£100 - - -
Trenbolone (mg) 480+200 - - -
Stanozolol (mg) 350£180 - - -
T/E ratio 63.8+44.6 ** 0.9+1.2 0.9+0.9 0.016

AAS=anabolic androgenic steroids; T/E=testosterone/epitestosterone ratio.
tTRepresents all testosterone derivatives: enanthate, propionate, undecylate, and

cypionate. * = p<0.05 vs. SC; = p<0.05 vs. AASNU.



Supplementary Table 2. General cardiovascular risk (Castelli Index and Framingham

Heart Study)
Variables AASU (n=20) AASNU (n=20) SC (n=10) p
TC/HDL-c ratio 10.4 (6.6-15.7) ** 3.6 (3.1-3.9) 3.8(3.5-4.7)  <0.001
CVD risk (%) 3.0 (3.0-4.3) ** 1.6 (1.2-2.3) 1.4 (1.1-2.0)  <0.001
Vascular aging (years) 39 (36-43) ** 30 (25-34) 29 (27-32) <0.001
hs-CRP (mg/L) 1.69(0.68-2.51) t  0.36 (0.17-0.74)  1.00 (0.26-3.6)  <0.001

Data are presented as mean+SD or median+IQR (25% - 75%; IQR= interquartile range).

TC= total cholesterol, HDL=high-density lipoprotein; CVD=cardiovascular disease; hs-

CRP=high-sensitive C-reactive protein. * =p<0.005 vs SC, *=p<0.05 vs. AASNU.



Suplementary Figure 1A and 1B. Shows calcified plaque in the left anterior descending
artery (LAD) in a 27-year-old man AAS user, and a mixed plaque in the LAD in a 43-

year-old man AAS user, respectively.
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Methods
Determination of cholesterol Efflux Mediated by HDL

Cholesterol efflux was evaluated by *C-cholesterol efflux mediated by HDL with
macrophages cultured cells from mice. Wild-type (WT) C57BL/6Ntac mice were
euthanized by intraperitoneal injection of an anesthetic mixture dose (3x the
recommended dose for anesthesia) consisting of ketamine hydrochloride (Ketalar® - 50
mg/kg body weight) and xylazine hydrochloride (Rompum®-10 mg/kg body weight).
Both hind limbs were dissected with surgical tweezers and scissors for surgical access to
the femur and tibia. Then, proximal and distal osteotomy of the femur and tibia was
performed. A needle (diameter 0.45 mm, length: 13 mm) and syringe were injected into
the bone marrow of each bone, 5 mL of conditioning medium (400 mL of low glucose
DMEM + 4 mL of penicillin/streptomycin + 50 mL of fetal bovine serum inactivated +
50 mL of conditioned medium from L929 cells - 25 mL of first week medium with 25
mL of second week medium - item 4.7) to collect as bone marrow cells. Conditioning
medium containing cells isolated from the bone marrow was gently aspirated and expelled
5 times using a 20-mL syringe and a size 18 and %2 needle (1.2 mm in diameter and 40
mm in length) to separate the aggregates from the cells. They were centrifuged for 6 min,
1000 rpm at room temperature. The cell pellet was then resuspended in conditioning
medium, distributed in a culture dish and incubated for 5 days at 37°C under 5% (v / v)
CO», to promote differentiation of monocytes into macrophages. On day 5, the
environment was changed to a new conditioning medium for 24 hours.

Macrophages were incubated with DMEM (Low Glucose, Gibco, Grand Island,
New York, USA) containing 1 mg fatty acid free aloumin (FAFA) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) plus 50 pg acetylated LDL/mL and 0.3 pCi **C-cholesterol/mL

(Amersham Biosciences, UK) for 48h. After careful washing with phosphate buffer (PBS



- NaCl 150 mmol/L, NazHPO4 20 mmol/L, NaH2PO4 14 mmol/L, NaOH 1 mmol/L - pH
7.4) with FAFA, the cells were treated for 18h with DMEM (1885-084 Life Tecnologies)
+ AMPCc (8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic monophosphate sodium salt) containing FAFA
to balance the intracellular pools of cholesterol and radioactive cholesterol. After washing
with PBS/FAFA, cells were incubated in the presence or absence of HDL (50 pg/mL) for
8h. The culture medium was collected after centrifugation of the plate at 1500 rpm for 10
min at 4°C, for removal of cell debris and transferred to scintillation vials after addition
of counting solution (Perkin Elmer, Turko, Finland). The wells of the dishes were washed
with ice-cold physiological solution (4°C) two times. Cells were extracted with hexane:
isopropanol solution (3:2) (Merck, Darmstadt, Germany) and the radioactivity
determined after evaporation of the solvent. Cells were incubated with 150 uL of 0.2 N
NaOH for 3h at room temperature and protein concentration determined by the method
of Lowry et al.(1) Cholesterol efflux assays were done in quadruplicate wells in one single
experimental batch in order to avoid inter assay variability. In addition, in all plaques a
control incubation (in quadruplicate) was carried out in the absence of HDL, as an
indicative of the basal efflux (DMEM plus albumin only). The mean value of basal efflux
(considering all plaques) was subtracted from the efflux value obtained with the addition
of patient’s HDL. Then, it was obtained the cholesterol efflux specifically mediated by
HDL. The percentage of 14C-cholesterol efflux was calculated as follow; 14C-cholesterol

in medium / 14C cholesterol in medium + 14C cholesterol in cells x 100

HDL Antioxidant Capacity
Low-density lipoproteins (LDL), isolated from a pool of healthy human plasma
donors, were dialyzed against PBS without EDTA and then diluted to obtain a

concentration of 40 mg of LDL protein in 500 pL of deionized H20. After that, 80 pug of



HDL protein was added, followed by 1 mL of 10 mmol/L CuSO4 solution (final
concentration) at 37°C. The blank tube consisted of LDL and copper incubation only. The
kinetics of conjugated diene formation was determined by the variation in absorbance,
monitored continuously at 234 nm for 4h at 3-min intervals. The time (min) of LDL
resistance to oxidation (lag time) was calculated between the start of the reaction and the
intersection of time with the extrapolated line of the propagation phase, and the maximum
rate of conjugated diene formation determined by maximum absorbance/min.(2) The
LDL oxidation lag time represents the time at which these lipoproteins resist oxidation
and is determined by the point where the linear increase in absorbance intersects with the
time line. The higher the lag time, the longer the LDL will resist oxidation. On the other
hand, the maximum ratio of conjugated diene formation is represented by the division of
the maximum absorbance by the time it occurred. The lower this value, the slower the

production of conjugated dienes in LDL.(3)

Coronary Computed Tomography Angiography Image Acquisition

To assess coronary artery plaque and calcification, all participants underwent
coronary computed tomography angiography according to the guidelines of the Society
of Cardiovascular Computed Tomography (SCCT).(4) All CT scans were acquired in a
320-row detector scanner (AquillionOne™ — Toshiba Medical Systems Corporation,
Otawara, Japan) with 0.5-mm thick slices. Acquisition protocol included coronary artery
calcium scoring (CACS) and coronary CTA. CACS protocol utilized a 370-ms tube
rotation, 120-kV tube voltage, 300-mA tube current, and 320x0.5-mm collimation with
3-mm slice thickness reconstructed images, one heart beat acquisition during diastole.
Coronary plaque was defined as any discernible structure that could be assigned to the

coronary artery wall on at least two orthogonal planes; the number of coronary artery



segments with plaque was determined using a 17-segment model.(5) Semi-automated
coronary plaque volume measurements were made using a specialized tool (SurePlaque)
within a Vitrea workstation (Vital Images, Inc, Minnetonka, MN, US). The workstation
generated a centerline through the coronary artery lumen. The plaque length was
established visually with markers at its proximal and distal extent. The inner luminal and
outer wall coronary artery contours were automatically generated by the software and
manually edited as necessary; these voxels defined the coronary artery plaque volume in
mm?3. This volumetric technique for coronary plaque measurement has previously
demonstrated excellent intra- and inter-observer reproducibility.(6) Total amount of
plaque is the total plaque volume, where the proximal to distal limits of the plaque are
visually defined by the user. These limits are visually defined as tissue structure > 1mm?
that is contained within and/or adjacent to the coronary artery lumen and can be clearly
distinguished from the vessel lumen.(7) (8) (9) After plaque selection the SurePlaque
tool automatically classifies the plaque components within the coronary wall based on
pixels density in Hounsfield units (HU), and according to the following thresholds: lipidic
component: from - 100 to 49 HU; fibrotic component: from 50 to 149 HU; and calcium
component: above 149 HU.(9) @ Finally, the software tool provides total and each
component plaque volumes measured in cubic millimeters as well as their mean density
and standard deviation in HU.

Priorto CTA, an 18- or 20-gauge antecubital intravenous (V) catheter was placed.
The participant was placed on ECG monitoring. Adequate acquisition depends on heart
rate control, achieved with the use of beta-blockers if heart rate >60 bpm, according to
participant tolerance and blood pressure. Inspiratory breath-hold was performed during
image acquisition. A dose of 5 mg of sublingual isosorbide nitrate was given for coronary

vasodilation immediately before coronary CT angiography. Contrast injection based on



BMI, ranging from 70 to 100 mL (lopromide 370, Ultravist Bayer or iopamidol 370
g/cm?, Bracco), was administered through an automated injector at a rate of 5 mL/s,
followed by a 40-cc normal saline flush.

Typically, coronary CTA image acquisition occurred within one single heart beat
(less than 65 bpm) according to a retrospectively ECG-triggered protocol and during
inspiratory breath-hold.(11, 12) Coronary CTA acquisition parameters depended on
participants’ BMI: up to 23 kg/m?, tube voltage of 100kV and tube current of 450-550mA,;
from 24 to 39 kg/m?, 120kV and 400-580mA; for greater than 40kg/m? 135kV and
510mA. Collimation depended on longitudinal size of the heart and varied from 120 to
160mm, with 0.5-mm thick slice acquisitions (240x0.5mm to 320x0.5mm). CTA images
were reconstructed with a slice thickness of 0.5 mm with a 0.3 mm overlap using a filtered
back projection kernel at 5% intervals from 60-85% of the R-R interval for coronary
evaluation. Image reconstruction was performed with a small field of view of <20 cm to
maximize spatial resolution. The cardiac phase or phases that minimized motion or other
artifacts were used for the analysis.

The mean estimated radiation dose per participant was 4-6 mSv (320 detector-
row), considered as a low-dose.(4, 13) Blinded image analysis was performed of AAS
use and all other clinical data on dedicated 3D workstations. The coronary artery calcium
score (CACS) was calculated from the noncontrast images using the method of Agatston,
and all other coronary CT angiography analyses were performed on a dedicated Vitrea™
CORE workstation (Vital Imagens Inc, Plymouth, MN, EUA).(14) Coronary artery
stenosis, the number of coronary artery segments with visible coronary plaque, and
coronary artery plaque volume was assessed. Each participant’s worst coronary artery
stenosis was categorized as none, <30%, 30-50%, 51-70%, 71-99%, and 100% by visual

inspection of two evaluators. Coronary plaque was defined as any discernable structure



that could be assigned to the coronary artery wall on at least two orthogonal planes; the
number of coronary artery segments with plaque was determined using a 17-segment
model.(5) Semi-automated coronary plaque volume measurements were made using a
specialized tool (SurePlaque) within a Vitrea workstation. The workstation generated a
centerline through the coronary artery lumen. The plaque length was established visually
with markers at its proximal and distal extent. The inner luminal and outer wall coronary
artery contours were automatically generated by the software and manually edited as
necessary; these voxels defined the coronary artery plaque volume in mm3. This
volumetric technique for coronary plague measurement has previously demonstrated

excellent intra- and interobserver reproducibility.(6)

General cardiovascular risk

To assess the clinical cardiovascular risk score, we used the Castelli Index to
assess the risk of development of coronary artery disease (CAD)(15) and Framingham
Heart Study Score that predicts risk of specific atherosclerotic cardiovascular disease
(CVD risk).(16) The Castelli Index was calculated by ratio of total cholesterol:HDL
concentration (TC/HDL ratio).(15) Framingham Heart Study score was calculated
through the sex-specific multivariable risk factor algorithm. In this algorithm, we
included sex, age, total cholesterol, HDL, and systolic blood pressure (measured by the
auscultatory method). After including all these variables, this algorithm creates points,
which calculate the percentage of the CVD risk within 10 years. Furthermore, the vascular
aging was calculated through Heart Age/Vascular Age (HA/VA) as proposed by

Framingham Heart Study.(16)
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Disturbed shear rate (SR), characterized by increased retrograde and oscillatory SR
in the brachial artery, is associated with inflammation, atherosclerosis, endothelial
dysfunction, and sympathetic hyperactivity. Young subjects do not have disturbed
SR; however, elderly subjects do, which seems to be associated with sympathetic
hyperactivity. Anabolic androgenic steroids (AAS) abuse in young is associated with
increased muscle sympathetic nerve activity (MSNA). We hypothesized that AAS
users might have disturbed SR. We tested the association between retrograde and
oscillatory SR with MSNA. In addition, we measured the high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP). We evaluated 10 male AAS users, age 27 + 4 years, and 10 age-
matched AAS nonusers, age 29 + 5 years. At rest, retrograde and oscillatory SR
were evaluated by Doppler ultrasound, MSNA was measured with microneurogra-
phy, and hs-CRP was measured in blood sample. Flow-mediated dilation (FMD) was
also assessed. AAS users had higher retrograde SR (24.42 + 17.25vs9.15 + 6.62 s~ ",
P =0.01), oscillatory SR (0.22 + 0.13 vs 0.09 + 0.07 au P =0.01), and MSNA
42+9 vs 32 +4 bursts/100 heart beats, P =0.018) than nonusers. MSNA
(bursts/100 heart beats) was correlated with retrograde SR ( = 0.50, P = 0.050) and
oscillatory SR (r = 0.51, P = 0.042). AAS users had higher hs-CRP [1.17 (0.44-3.63)
vs 0.29 (0.17-0.70) mg/L, P =0.015] and decreased FMD (6.42 +2.07 vs
8.28% + 1.53%, P = 0.035) than nonusers. In conclusion, AAS abuse is associated
with retrograde and oscillatory SR which were associated with augmented sympa-
thetic outflow. In addition, AAS seems to lead to inflammation characterized by in-
creased hs-CRP. These alterations may have the potential of increasing the early risk

of atherosclerotic disease in young AAS users.
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1 | INTRODUCTION
Shear rate (SR) is an important mechanical factor that con-
tributes to the control of blood flow and endothelial func-
tion.! However, disturbed SR, characterized by increased
retrograde and oscillatory SR, favors a pro-atherogenic en-
dothelial cell phenotype associated with endothelial dysfunc-
tion."? A study of elderly individuals provides evidence of
increased retrograde and oscillatory SR, which seems to be
associated with increased muscle sympathetic nerve activity
(MSNA) and reduced nitric oxide bioavailability.4

Anabolic androgenic steroids (AAS) have been used as
an illicit source linked to skeletal muscle hypertrophy and
performance.5 However, AAS abuse is associated with auto-
nomic dysfunction. Previously, it was demonstrated that AAS
users have increased MSNA and lower forearm blood flow
measured by venous occlusion plethysmograpy.6 Moreover,
endothelial dysfunction seems to be present in AAS users,
because they have blunted flow-mediated dilation (FMD).’

Increased retrograde SR promotes secretion of factors that
contribute to inflammation processes leading to the develop-
ment of atherosclerotic disease.’ Curiously, high-sensitivity
C-reactive protein (hs-CRP), which is associated with a
higher risk of future cardiovascular events in the general pop-
ulation,® is significantly increased in AAS users.’ Thus, it is
possible to speculate that the disturbed SR could lead to vas-
cular inflammation in young AAS users; the increased sym-
pathetic outflow might be one of the mechanisms involved in
this vascular disturbance. However, the association between
disturbed SR, MSNA, and inflammation in AAS users is
unknown.

Based on these assumptions, we hypothesized that young
AAS users might have increased retrograde and oscillatory
SR. Furthermore, these alterations could be associated with
MSNA and hs-CPR.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Subjects

The local Human Subject Protection Committee approved
this cross-sectional study under the number 3945/13/070.
Ten male AAS users (AASU) and 10 male AAS nonusers
(AASNU) 18-40 years of age were invited to participate. All
participants (AASU and AASNU) were recreational weight-
lifters or amateur bodybuilding athletes who were recruited
from gymnasiums. Anamnesis was performed in all par-
ticipants to obtain information about their physical activity
status, AAS administration, medications, and sports supple-
ments. All individuals had been involved in strength train-
ing for at least 2 years. AASUs should be self-administering
AAS in periodic cycles lasting from 8 to 12 weeks for at least

WILEY-L®

2 years with 2-4 cycles per year. All AASUs were on a cycle
over the course of the study. Exclusion criteria for all par-
ticipants were smoking, alcohol consumption, use of diuretic
and/or antihypertensive medications, and liver and kidney
disease.

2.2 | Measures and procedures

All participants signed a written informed consent. The
evaluations were performed on two consecutive days. On the
first day, a blood sample was drawn and body composition
was measured. On the next day, blood pressure, heart rate,
MSNA, and vascular measurements were assessed. On both
days, all participants abstained from sports supplements, caf-
feine-containing products, and exercise training for 48 hours.

2.3 | Blood measures

Blood sample was collected in the morning (between 8:00
and 10:00 am) after 12 hours of fasting and after 30 minutes
of resting for lipid assessment (total cholesterol, LDL cho-
lesterol, HDL cholesterol, and triglycerides), glucose, and
hs-CRP.

2.4 | Body composition

Body composition was assessed by dual-energy X-ray ab-
sorptiometry (DXA), (Discovery DXA system, Hologic Inc)
to measure total fat-free mass, fat mass, and fat percentage
in all participants. DXA was used to exclude possible bias of
body mass index (BMI) between AASU and AASNU.

2.5 |

Blood pressure and heart rate were recorded after 10 minutes
of rest in a quiet, temperature-controlled (21°C) room in the
morning at approximately the same time each day. Arterial
blood pressure was measured using the auscultatory method
with the participant in a seated position. Heart rate was meas-
ured through 12 derivative electrocardiograms with the par-
ticipant in the supine position.

Blood pressure and heart rate

2.6 | Muscle sympathetic nerve activity

After blood pressure and heart rate measurements, the MSNA
was recorded directly from the fibular nerve using the mi-
croneurography technique. A tungsten microelectrode was
placed in the peroneal nerve, and a sympathetic neurogram
was recorded. Nerve signals were amplified by a factor of
50 000 to 100 000 and band-pass filtered (700-2000 Hz). For
recording and analysis, nerve activity was rectified and inte-
grated (time constant, 0.1 second) to obtain a mean voltage
display. MSNA was expressed as burst frequency (in bursts
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per minute) and burst incidence (in bursts per 100 heart
beats). All MSNA recordings met previously established and
described criteria.’

2.7 | Brachial artery imaging

After the MSNA technique, the participants rested for 15 min-
utes. Under supine resting conditions, the brachial artery im-
ages (2-12 cm above the antecubital fossa) were obtained
through duplex mode, and ultrasound equipment (Vivid E9,
General Electric, Horten, Norway) equipped with a 13 MHz
linear probe. The left arm was positioned with the shoulder
abducted at approximately 80° and the forearm supinated.
The contrast resolution, depth, and gain were adjusted to
optimize the longitudinal images of the lumen/arterial wall
interface. Brachial artery diameter and insonation angle-cor-
rected (<60°) blood velocity spectra were simultaneously re-
corded via the pulsed-wave mode at linear frequencies of 13
and 6.0 MHz, respectively. The probe location was marked
on the skin and did not change position throughout the study.
The sample volume was located at the center of the brachial
artery and then adjusted to cover the vessel width. Diameter
and blood velocity waveforms were continuously recorded
for a 3-minute period.

28 |

Before starting the reactive hyperemia, the participants rested
for 10 minutes in a supine position. Brachial artery FMD was
then evaluated in the left arm, with the shoulder abducted
at approximately 80° and the forearm supinated. An appro-
priate-sized rapid inflation/deflation pneumatic cuff (E-20
Rapid Cuff Inflator, DE Hokanson) was placed around the
left forearm, immediately distal to the olecranon process. For
the evaluation of FMD, the same ultrasound equipment of
SR patterns was used (Vivid E9, General Electric, Horten,
Norway). Baseline diameter and blood velocity waveforms
were continuously recorded over 60 seconds. Reactive hy-
peremia was assessed immediately after relief of 5 minutes of
total ischemia, which was induced by external compression
of the arm using an inflatable cuff at 250 mm Hg. After this
period, the cuff was rapidly deflated, and the changes in ar-
tery diameters from baseline were expressed as percentages.

Flow-mediated dilation (FMD)

29 |

The Doppler ultrasound video signal was real-time en-
coded and captured at a frequency of 30 Hz. The video
files were compatible with commercial automated edge-de-
tection and wall-tracking software (Cardiovascular Suite,
FMD Studio, Quiposrl), which was used for offline analy-
sis. The initial phase of the software analysis consisted of
identifying regions of interest on the optimal portion of

FMD and shear rate analysis

the brachial artery image and its blood velocity spectra. R-
wave gaiting function was applied to continuously assess
brachial artery diameter or blood velocity. Brachial artery
diameter was calculated by an average of 3 seconds. FMD
was calculated as the percentage rise of this peak diameter
from the preceding baseline diameter. We also performed
the allometric modeling solution proposed by Atkinson
et al.” SR was calculated as four times the ratio between
mean blood velocity (V,.,,; in cm/s) and artery diameter
(in cm) [ie, SR =4 X (Vean/diameter)]. For calculations
of antegrade and retrograde SR, antegrade and retrograde
mean blood velocities were used, respectively. In addition,
oscillatory SR index, a variable that estimates the magni-
tude of oscillation in the vascular bed was calculated as
(IRetrograde  shearl/(IAntegrade shearl + IRetrograde
shearl)). Oscillatory SR index values range from 0 to 0.5,
with O corresponding to unidirectional shear throughout the
cardiac cycle, and 0.5 representing pure oscillation with
time-average shear equal to 0. Oscillatory SR is expressed
in arbitrary units (au). After deflation of the cuff, the cu-
mulative SR was determined by a 3-minute period through
the area under the curve (AUC; s™'+). An additional experi-
ment on FMD reliability revealed high levels of interses-
sion reproducibility (n =10, FMD intraclass correlation
coefficient 0.92 [95%CI 0.83-0.979)).

2.10 |

Doping urine test was performed with ultra-performance
liquid chromatography with tandem mass spectrometry de-
tection (UPLC-MS/MS) in both groups to document the
presence of AAS. In addition, the testosterone/epitestoster-
one (T/E) concentration ratio in the urine was obtained as

previously reported.lo A T/E ratio greater than 6 indicates
11

Doping urine test

testosterone abuse.
In addition, cocaine, tetrahydrocannabinol (THC), am-
phetamine/methamphetamine, methylenedioxymetham-
phetamine (MDMA), and 3,4-methylenedioxyamphetamine
(MDA) were tested in the urine by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) analysis as previously described.?

2.11 | Statistical analysis

Data are presented as the mean + SD or median (interquartile
range [IQR] 25%-75%). Normality (Shapiro-Wilk) test was
conducted to determine the distribution of the data. Possible
differences between groups were analyzed using an unpaired
Student ¢ test and Mann-Whitney-Wilcoxon test for para-
metric or nonparametric data. Spearman’s correlation coef-
ficient was used to test the correlation between MSNA and
retrograde SR, MSNA and oscillatory SR, and hs-CRP levels
with retrograde SR P < 0.05 were considered statistically
significant.
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TABLE 1 Physical, hemodynamic,

.. . . . Variables
lipids profile, biomarkers, and autonomic
characteristics in anabolic androgenic Age (years)
steroids users (AASU) and anabolic Weight (kg)
androgenic steroids nonusers (AASNU) Height (m)

Body mass index (kg.m2)

Fat percentage (%)
Lean Mass (kg)
HR (beats/min)
SBP (mm Hg)
DBP (mm Hg)
MBP (mm Hg)

Total cholesterol (mg/

dL™h

LDL cholesterol (mg/

dL™h

HDL cholesterol (mg/

dL™h

Triglycerides (mg/dL™")

hs-PCR (mg/L)
MSNA (bursts/min)

MSNA (bursts/100
heartbeats)

WILEY-L*

AASU (n = 10) AASNU (n = 10) P
27+4 29+5 0.295
100.6 + 12.2 79.9 +10.1 <0.001
1.77 £ 0.04 1.78 + 0.08 0.891
32.07 + 3.47 25.34 £2.25 <0.001
142+ 6.3 18.8 +4.7 0.111
823 +8.0 61.4+79 <0.001
77+ 11 57+8 0.002
130 (130-140) 110 (100-120) 0.001
80 (80-90) 70 (68-80) 0.009
100 (97-103) 84 (78-93) 0.001
194 + 54 159 + 26 0.079
166 + 52 96 + 17 <0.001
14 (12-18) 44 (41-60) <0.001
61 (55-103) 71 (52-78) 0.966
1.17(0.44-3.63) 0.29 (0.17-0.70) 0.015
3243 19+1 <0.001
4249 32+4 0.018

Data are presented as mean + SD or median + IQR (25%-75%; IQR = interquartile range).
DBP, diastolic blood pressure; HDL, high density lipoprotein; HR, heart rate; hs-PCR, high-sensitivity C-reac-
tive protein; LDL, low density lipoprotein; MBP, mean blood pressure; MSNA, muscle sympathetic nerve activ-

ity; SBP, systolic blood pressure.

3 | RESULTS

The doping control assessment was negative in the AASNU
group (mean T/E lower than 1). In contrast, nandrolone de-
canoate, boldenone undecylenate, testosterone, and stanozo-
lol were found in the AASU group. Furthermore, the mean
T/E concentration ratio in the urine was 50.75 + 24.46. The
lifetime years of AAS use was 5 + 3 years. The drug test as-
sessment was positive to MDMA and amphetamine for one
participant in the AASU group, and positive to cocaine for
one participant in the AASNU group. In addition, both groups
had similar lifetime years of resistance training (10 +4 vs
10 + 4 years, P = 0.90).

The physical characteristics, hemodynamics, lipid
profiles, biomarkers, and autonomic characteristics are
shown in Table 1. No significant differences were found
between AASU and AASNU in age, height, and fat per-
centage (P > 0.05). However, AASU had greater weight,
body mass index, and lean mass compared with AASNU
(P < 0.05). AASU had higher heart rate, systolic blood
pressure, diastolic blood pressure, mean blood pres-
sure, LDL cholesterol, hs-PCR, MSNA (bursts/min), and
MSNA (bursts/100 heart beats) compared with AASNU

(P < 0.05). However, no significant differences existed
between AASU and AASNU for total cholesterol and tri-
glycerides (P > 0.05).

Brachial artery characteristics at rest are shown in Table
2. AASU had higher resting diameter, peak diameter retro-
grade velocity compared with AASNU (P < 0.05). In con-
trast, FMD and allometrically scaled FMD were reduced
in AASU compared with AASNU (P < 0.05). No signifi-
cant differences were found between AASU and AASNU
for time to peak, SR 5y, anterograde velocity, anterograde
SR, and mean SR (P > 0.05).

As illustrated in Figure 1, AASU had higher retrograde
SR (24.42 + 17.25 vs 9.15 + 6.62 5™, P =0.01; Panel A)
and oscillatory SR (0.22 + 0.13 vs 0.09 + 0.07 au; P = 0.01;
Panel B) than AASNU. An example of SR in the brachial
artery in one AASU and one AASNU is shown in Figure 1C
and D, respectively.

Further analysis showed a significant correlation between
retrograde SR and MSNA (bursts/100 heart beats) (Figure 2A);
oscillatory SR and MSNA (bursts/100 heart beats) (Figure
2B). However, no significant correlation between retrograde
and oscillatory SR with FMD was found (Table 3; P > 0.05).
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TABLE 2 Brachial artery

Variables AASU (n =10) AASNU (n =10) F characteristics in anabolic androgenic
Resting diameter (mm) 4.8 +£0.28 39+0.22 <0.001 steroids users (AASU) and anabolic
Peak diameter (mm) 5.1 £0.28 4.3 +0.26 <0.001 androgenic steroids nonusers (AASNU)
Time to peak (s) 66.13 + 41.07 60.83 +£42.21 0.817
FMD (%) 6.42 +2.07 8.28 +1.53 0.035
Allometrically scaled FMD 6.91 +2.37 9.05 +£1.82 0.036
(%)
SR yyc (5)10° 35.41 + 8.45 31.35 +11.20 0.721
Retrogade velocity (cm/s) —-2.94 +1.97 —0.89 + 0.65 0.005
Anterograde velocity (cm/s) 10.95 + 3.36 10.39 + 3.58 0.722
Anterograde SR s™hH 90.36 + 28.56 106.12 + 37.21 0.302
Mean SR (s™) 65.94 + 38.30 96.97 + 41.18 0.098

Data are presented as mean + SD.

FMD, flow-mediated dilatation; SR ,¢, shear rate area under the curve, SR, shear rate.

(A) AASU AASNU

Retrograde shear rate (s -
IS
=

P=0.01

©

| Anterograde shear rate

| Retrograde shear rate

FIGURE 1
group (C) and in the AASNU group (D)

Similarly, no significant correlation between retrograde and
oscillatory SR with hs-CRP was found (Table 3; P > 0.05).

4 | DISCUSSION

The main and new findings of the present study are as fol-
lows: (a) AAS users have increased retrograde and oscilla-
tory SR in the brachial artery compared with AASNU; and
(b) both retrograde and oscillatory SR are associated with
increased MSNA.

—
w
-

P=0.01

0.40

0.30

0.20

Oscillatory shear rate (a.u)

0.10

0.00 -

AASU AASNU

(©

Retrograde SR (A) and Oscillatory SR (B) in AAS users and AAS nonusers. Example of SR in the brachial artery in the AASU

The clinical impact of these results is noteworthy.
Disturbed SR has been documented in elderly populations,
in whom vascular dysfunction is expected, but not in a young
population.13 Interestingly, our study highlights early vascular
alterations in young individuals who abuse AAS. However,
the underlying mechanisms that may explain this alteration
are still unclear. For instance, several studies suggest that an
increase in MSNA and/or a decrease in bioavailability of ni-
tric oxide may justify this pathophysiological phenomenon in
the aging process.'*!” In fact, a previous study showed that
MSNA was increased in AAS users.® This finding is also
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FIGURE 2 Positive linear correlation between retrograde SR and MSNA (A) (MSNA, AAS users n = 8 and AAS nonusers n = 8),

Oscillatory SR and MSNA (B) in AAS users and AAS nonusers

TABLE 3 Correlation between
retrograde and oscillatory SR, FMD,
allometrically scaled FMD and hs-CRP

Variables

Retrograde SR and FMD

Retrograde SR and allometrically scaled FMD
Oscillatory SR and FMD

Oscillatory SR and allometrically scaled FMD
Retrograde SR and hs-CRP

Oscillatory SR and hs-CRP

r P
0.173 0.466
0.173 0.466

-0.244 0.300

—0.244 0.300

—-0.188 0.427
0.217 0.357

FMD, flow-mediated dilatation; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; SR, shear rate.

confirmed in the present study, in a subgroup of participants.
More interestingly, a positive correlation between retrograde
SR and MSNA in bursts/100 heart beats (r = 0.50, P = 0.050;
Figure 2A) and oscillatory SR and MSNA in bursts/100 heart
beats was found (r = 0.51, P = 0.042; Figure 2B).

Cell culture and isolated perfused artery studies have
demonstrated that unidirectional SR stimulates anti-ath-
erogenic gene expression and inhibits atherogenic gene ex-
pressi011.16’17 In contrast, exposure of endothelial cells to
increased oscillatory SR promotes a pro-atherogenic phe-
notype.18 In our study, compared with AAS nonusers, AAS
users had a twofold increase in oscillatory SR We recognize
that the mechanisms of this alteration and their relationship
with atherosclerosis need further investigation. However, this
alteration seems to be in line with post-mortem studies, which
suggest that sudden cardiac death in athletes who abuse AAS
is due to coronary artery disease.'? In fact, in a recent study of
men between 34 and 54 years of age, long-term AAS acceler-
ated coronary atherosclerosis, and the lifetime AAS dose was
strongly associated with coronary atherosclerotic burden.*’

Interestingly, as well as oscillatory SR, retrograde SR is
also associated with endothelial dysfunction.21 Thijssen and
collaborators showed blunted FMD after 30 minutes of dose-
dependent increase in retrograde SR by using cuff inflation in

healthy men.”! We observed decreased FMD and allometri-
cally scaled FMD in the brachial artery at rest in AAS users.
However, no correlation between retrograde SR and FMD
and retrograde SR and allometrically scaled FMD was found
(Table 3).

Grace and Davies in a short report showed higher CRP
levels in AAS users.” Similarly, Severo and colleagues also
showed that AAS users have elevated levels of hs-CRP.
CRP is an inflammatory marker and a strong predictor of
cardiovascular events in the general population.23 In addi-
tion, hs-CRP is a marker of vascular wall inflammation with
a high sensitivity for predicting coronary events.”* In the
present study, we also observed increased hs-CRP levels in
AAS users, which ranked them at moderate cardiovascular
risk.”> However, no correlation between retrograde and os-
cillatory SR and hs-CRP was found. Higher hs-CRP is ob-
served in obese when compared with lean subje(:ts.26 In the
present study, although AASU present higher body weight,
which could be associated with increased hs-CRP, we found
no correlation between hs-CRP and fat mass (r = —0.061,
P =0.798), hs-CRP and lean mass (r = 0.345, P =0.150),
and hs-CRP and weight (r = 0.345, P = 0.136).

In conclusion, AAS abuse may increase retrograde and
oscillatory SR which were associated with increased MSNA.
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In addition, AAS users have higher inflammatory profile
characterized by increased hs-CRP. All these alterations may
expose young AAS users to the early risk of atherosclerotic
disease.

4.1 | Limitations

We recognize potential limitations of our study.
Polypharmacy among AASU is often associated with AAS
use.”’ Therefore, we assessed several drugs as described
previously; however, we did not evaluate others non-AAS
substances such as heroin, alcohol, and clenbuterol, which
could also lead to adverse effect. We studied a small sam-
ple size for generalizable inferences of the harms of AAS
use. Our study is descriptive and correlational, and there-
fore it does not allow us to be conclusive regarding the
mechanisms proposed. We measured the SR pattern in the
brachial artery, but we do not know its influence in the
femoral artery. Although the brachial artery is a resistant
vascular bed to the development of atherosclerosis, a pre-
vious study showed that both brachial and femoral arteries
demonstrated a similar relationship between changes in ret-
rograde SR.> MSNA was measured only in a subgroup of
participants, and the mechanism involved between sympa-
thetic outflow and vascular shear rate deserves more study.

42 |

Our study indicates that young individuals under AAS abuse
have impaired brachial artery retrograde and oscillatory SR,
which are associated with increased MSNA. Therefore, these
findings are clinically relevant because it suggests that young
AAS users may be at risk of early development of athero-
sclerotic cardiovascular disease. Future studies using intra-
arterial drugs infusions are needed to elucidate the role of
sympathetic activity and inflammation on endothelial func-
tion in AAS users.
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01 — Convite para participacao voluntaria e objetivos do estudo:

Essas informacfes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo,
gue tem por objetivo avaliar o quanto ocorre de alteracbes no coragdo e nos vasos do sangue.
Alguns casos de aparecimento de alteracdes no ritmo do coracdo (arritmias) e fechamento dos
vasos sanguineos no coracdo foram descritos e que poderiam estar relacionados ao uso
excessivo de substancias hormonais sintéticas, semelhantes ao hormoénio masculino chamado de
testosterona, ou seja, esteroides androgénicos anabdlicos.

Os objetivos, deste estudo serdo: avaliar se esses hormonios usados em excesso, ou seja,
acima do encontrado no sangue, altera o nivel de gordura “ruim” (LDL-colesterol). Também iremos
avaliar se o seu colesterol “bom” (HDL colesterol) e o seu colesterol “ruim” (LDL colesterol) pode
aumentar a formacao de placas de gordura nas artérias do coracdo, causando um envelhecimento
e doenca nas coronarias de forma precoce, ja que ndo é comum um aumento desse tipo, acumulo
de placa de gordura em excesso nas artérias do coracdo, na sua idade. Além disso, iremos
verificar também, se o aumento da pressédo arterial pode levar a um endurecimento, mais cedo,
(sinal precoce de envelhecimento) na principal artéria que sai do coragdo (Artéria Aorta) que
distribui o sangue para todos os 6rgaos do corpo.

02 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, seus propositos e identificar os
gue forem experimentais e néo rotineiros;

Coleta de urina: sera coletada 01 amostra de sua urina que mostrarad os niveis elevados e
confirmara que o senhor faz uso excessivo de substancias hormonais sintéticas (esteroides
androgénicos anabdlicos). A amostra serd identificada com um numero e serd enviado por esse
namero para o laboratorio de analise, esse procedimento garantira o sigilo dos resultados
encontrados.

Coleta de sangue: Sera coletada 01 amostra do seu sangue para a avaliar o colesterol (gordura)
no sangue.

Eletrocardiografia: A frequiéncia cardiaca (numero de vezes que o coracao bate por minuto) sera
avaliada pelo eletrocardiograma por meio de eletrodos colocados no peito;

Presséo arterial: A pressao arterial sera medida por um aparelho que nao déi, e que ficard em
contato com o dedo por 20 minutos.

Velocidade da onda de pulso (VOP): serdo colocados dois aparelhos na superficie da pele
(transdutores) sensiveis a pressdo sobre a pele das partes mais exteriorizadas das artérias do
pescogo que levam o sangue para a cabecga (carétida direita) e para as pernas (femoral direita) o
senhor ficara na posi¢éo deitada. A imagem seré adquirida por meio de uma onda de pulso, sem
gue Ihe cause qualquer desconforto.

Doppler de carétida: sera adquirida uma imagem da carétida (artéria do pesco¢o) e mediremos o
calibre desse vaso e o grau de endurecimento.

Densitometria Corporal Computadorizada (DEXA): exame pelo qual verificaremos a sua
guantidade de musculo e de gordura no corpo. Vocé ficara deitado e um equipamento fara uma
“leitura” por todo seu corpo.

Ergoespirometria: este exame de esforco em esteira, consiste na utilizagdo de eletrodos para
verificar os batimentos e o sinal cardiaco. Vocé respirara somente pela boca através de um bucal
do qual mediremos a quantidade de oxigénio por meio da sua respiracao.

Ecocardiograma: sera realizado por meio de um aparelho que emite som, que é um tubo que
capta a imagem do coracdo chamado (transdutor de ultrassom). Para isso, colocaremos um gel no
peito, sem a blusa, para avaliacdo da imagem do coracao;

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador,
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Exame para Avaliar a Estrutura do Coracdo (Ressonancia Magnética Cardiovascular): O
senhor ficara deitado de barriga para cima sobre uma mesa que tem um tubo aberto, por cerca de
60 minutos. Sera necessario que o senhor encha o peito de ar, solte todo o ar e, em seguida,
prenda a respiracao por alguns segundos em alguns momentos durante o exame. Serd injetado
em sua veia um contraste. Serd necessario o senhor ndo se alimentar por no minimo 4 horas
antes do exame. O exame de Ressonéancia ndo usa radiacdo para fazer as imagens. ApoOs
terminar o exame, o senhor serd orientado a aguardar alguns minutos e tomar alguns copos de
agua. Apés o exame, o senhor ndo precisa ficar internado e nem de repouso.

Exame para Avaliar os Vasos do Coracdo (Angiotomografia Computadorizada): Nesse
exame o senhor ficard deitado de barriga para cima sobre uma mesa por cerca de 10 minutos. A
mesa se movimentara algumas vezes pra frente e pra trds por dentro de um anel aberto nas
extremidades. Para avaliar a quantidade de endurecimento nas artérias do coracdo, sera
necessario o senhor encher o peito de ar e prender a respiragdo por alguns segundos durante o
exame. Para avaliar se o senhor tem alguma obstrucéo nas artérias do coracgdo, sera injetado um
contraste na sua veia. Sera necessario o senhor ndo se alimente por no minimo 4 horas antes do
exame. O exame de tomografia usa radiacdo (raio-X) para fazer as imagens. A radiacdo é
utilizada apenas para fazer as imagens, e serd utilizada sempre que o senhor estiver prendendo a
respiragdo durante o exame. Apoés terminar o exame, o senhor sera orientado ha aguardar alguns
minutos e tomar alguns copos de agua. O senhor ndo precisa ficar internado e nem de repouso,
apos o exame.

Exame para avaliar os vasos sanguineos: Nesse exame o senhor ficara deitado de barriga para
cima por cerca de 20 minutos. Serd aplicado gel numa regido do pescoco para deslizar um
pequeno aparelho de um sistema de ultrassom que permite avaliar 0os vasos sanguineos.
Posteriormente, serd colocado um manguito no brago para avaliarmos o comportamento do vaso
sanguineo do braco.

03 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos:

Coleta de urina: ndo ha riscos ou desconfortos e os resultados obtidos serdo sigilosos e
identificados com numeracao de conhecimento especifico do pesquisador, caso seja necesséria
confirmagao.

Coleta de sangue: Quando a agulha for colocada no seu brago vocé sentird uma picada e logo o
sangue passara para a seringa. Essa coleta de sangue sera feita por uma pessoa que tem
experiéncia nesse tipo de exame.

Eletrocardiografia: Ndo ha riscos.

Pressao arterial: ndo ha riscos. Durante um periodo de 20 minutos, estando o senhor acordado,
o aparelho causa um discreto “aperto” no dedo, porém nao é suficiente para impedir a passagem
do sangue, o senhor podera sentir um formigamento leve no dedo indicador.

Velocidade da onda de pulso (VOP): Nao hé riscos ou desconforto.

Doppler de cardtida: Nao ha riscos ou desconforto.

DEXA: ndo hé riscos ou desconforto.

Ergoespirometria: O fato de vocé respirar sé pela boca nesse exame pode deixar a sua boca um
pouco seca. Por ser um exame em que o senhor ird até a exaustao fisica, vocé estara sujeito aos
riscos que ocorrem quando se faz um esforco (sua pressdo pode aumentar exageradamente,
podem ocorrer alteragdes no ritmo do coracdo ou até uma obstrucdo das artérias do coragdo que
nao foi identificado quando o senhor estava em repouso e, que mostrard se ndo esta indo sangue
suficiente para o musculo do coracdo (arritmias ou isquemia do coragdo), porém, quando o
médico cardiologista, que estara realizando seu exame, observar qualquer alteracdo que envolva
um risco maior para o senhor, 0 exame sera interrompido.

Ecocardiografia: Nao ha riscos.

Exame para Avaliar a Estrutura do Coracdo (Ressonancia Magnética Cardiovascular): O
senhor (a) pode apresentar sensacdo de estar preso (claustrofobia) durante a realizagdo do
exame. Se isso ocorrer, 0 exame sera interrompido. Apesar de pouco comum, podem ocorrer
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reacoes alérgicas a administracdo de contraste. O risco de efeitos adversos graves € muito
pequeno (menor que 0,01%, ou seja, 1 evento para cada 10.000 exames). Os sintomas mais
leves como dor de cabeca, enjéos, alteracbes de paladar, urticria (reacdo alérgica de coceira e
vermelhid&o) e reacdes locais como irritacdo, ardor e sensacgéo de frio ocorrem em menos de 4%
dos casos. Reacdes adversas agudas maiores ao contraste, como fechamento da garganta e
gueda na presséo arterial e problemas severos com a respiracdo sdo raras. Se alguma dessas
reagbes ocorrerem, 0 senhor (a) serd imediatamente atendido por profissionais treinados e
capacitados nessa area. Se o senhor (a) tiver problemas nos rins (creatinina > 1,5 mg/dL), o
senhor (a) ndo podera participar desse estudo. Podem ocorrer acidentes como vazamento do
contraste embaixo da pele, cujas consequéncias em geral sdo leves e serdo atendidas por equipe
treinada e capacitada. Ha um risco de dor no local onde a agulha é colocada (para colocacédo do
contraste) e o local podera ficar vermelho e inchado. O risco de infeccdo € minimo, pois o local do
seu brago onde a agulha sera colocada sera cuidadosamente limpo e desinfetado.

Exame para Avaliar os Vasos do Coracao (Angiotomografia Computadorizada): O senhor (a)
receberd radiacdo durante o exame. Essa quantidade de radiacéo é segura e € menor do que a
guantidade maxima que o senhor (a) pode receber em ambiente de trabalho por ano. Rea¢des ao
contraste sdo pouco comuns. Estas reacdes podem variar de sensacdo de forte calor no corpo,
coceira leve e urticaria (reacdo alérgica de coceira e vermelhiddo), a reagfes sérias incluindo
dificuldade de respirar e queda na pressao arterial e problemas severos com a respiragdo. Podem
ocorrer reacOes tardias em 0.5 a 2.0% dos pacientes, depois de 3 horas a dois dias ap6s o
exame, desaparecendo usualmente com uma semana. Reagles leves ao contraste ocorrem em
3% dos que utilizam o contraste. Reagfes graves sdo mais raras e podem ocorrer em 1 a cada
1000 pacientes. Se o senhor (@) tiver alguma alergia conhecida ao contraste, ou problemas nos
rins (creatinina > 1,5 mg/dL), ndo podera participar desse estudo. Durante toda a realizacdo do
exame, 0 senhor (a) tera a sua disposicao profissionais capacitados e especializados para prestar
atendimento. Ha& também um pequeno risco de dano renal a partir do agente de contraste. Tal
dano é muito raro e geralmente reversivel. O risco de desenvolver insuficiéncia renal € raro. Ha
um risco de dor no local onde a agulha € colocada no brago (para colocacdo do contraste) e o
local podera ficar vermelho e inchado. O risco de infec¢cdo € minimo, pois o local do seu braco
onde a agulha sera colocada seré cuidadosamente limpo e desinfetado.

Exame para avaliar os vasos sanguineos: Nao ha riscos, mas poderd haver formigamento
passageiro na mao durante a oclusdo com o manguito no brago.

04 — Beneficios para o participante: Ndo ha beneficios imediatos aos sujeitos de pesquisa,
porém informaremos sobre o seu estado de salde e orientaremos quanto as possiveis
repercussbes da utilizagdo de excesso de horménios masculino no sangue (esterdides
androgénicos anabolicos), baseados em todas as informacdes clinicas, laboratoriais e analiticas,
gue 0s mesmos terdo acesso, de acordo com o capitulo Ill. item 3. p da resolu¢do 196/96 (MS).

05 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar; A avaliacdo laboratorial (dosagem de componentes do sangue e de
substancias) podera identificar precocemente alteracbes no controle do metabolismo,
provenientes do uso excessivo de hormdnios masculino no sangue (esterdides androgénicos
anabdlicos) e preveni-lo de problemas futuros na sua saude.

06 — Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo, o senhor tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € a Dra. Maria Janieire de
Nazaré Nunes Alves, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44
— Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Instituto do Coragéo, HC-
FMUSP — Telefones: 2661-5043/5099 (comercial). Se o senhor tiver alguma consideracdo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador,



5

Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-
1549; email: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

07 — Garantia de liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento: E garantida a
liberdade de retirada de seu consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicao.

08 — Garantido o direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a sua identificacéo

09 — Atualizacdo sobre os resultados parciais das pesquisas: O senhor (a) tem o direito de
ser mantido atualizado sobre os resultados parciais dessa pesquisa, quando o estudo estiver em
aberto, e/ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

10 — Despesas e compensacdes: Ndo ha previsdo de recompensas pela sua participacdo no
estudo. Entretanto, em caso de algum dado a sua saude decorrente do estudo, € garantido ao
Senhor (a) todo o atendimento médico na Instituicdo sem nenhum custo.

11 — compromisso do pesquisador de utilizar os dados e material coletado somente para
esta pesquisa: O pesquisador desse estudo se compromete em utilizar os dados e o material
coletado, incluindo material biolégico, somente para fins de pesquisa, podendo haver estudos
futuros, que so6 serdo realizados com prévia aprovacao da CAPPesp

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo "Impacto da auto-administragdo de esterdides androgénicos
anabolizantes no sistema cardiovascular”.
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Eu discuti com a Dra. Maria Janieire de Nazaré Nunes Alves, sobre a minha decisdo em patrticipar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas
e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em patrticipar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N N[ 1Y/
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....covviiiieeeeeeeeeeiiiiieee e SEXO: .MoFno

DATA NASCIMENTO: ........ [....... /...

ENDEREGO ..ottt ettt e et a e neeeean NO e, APTO: ...
BAIRRO: .ot CIDADE ...

2. RESPONSAVEL LEGAL ....outuiiiiietittiie ettt ettt ettt s sttt b b s ettt b s e
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUrAAOr E1C.) ..iiuuriiiiieeiiiiiiiieee e siiiiiee s e et e e e e s e araeeee s eeaae e s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccccveeieeieeieeeiens SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO.. ...... Loioid o

ENDERECO: .. NO L APTO: .o,
BAIRRO: ...ttt ettt CIDADE: ...ttt
CEP: TELEFONE: DDD

(oo Yereeeeeeeee e e e e e e e e et s e

DADOS SOBRE A PESQUISA
Grupo Controle Sedentério

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA.
Impacto da auto-administracdo de esteroides androgénicos anabolizantes no sistema
cardiovascular

2. PESQUISADOR: Maria Janieire de Nazaré Nunes Alves
CARGO/FUNCAO: Médica Assistente INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°59.132
UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio — InCor.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : 48 meses
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

01 — Convite para participacao voluntaria e objetivos do estudo:

Essas informacfes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo,
a fim de utilizar seus resultados como um padrdo de normalidade, com aqueles individuos que
tenham a mesma faixa de idade que o senhor tem e, que fazem pratica regular de musculacéo,
gue utilizam ou ndo substancias hormonais sintéticas em excesso, semelhantes ao horménio
masculino chamado de testosterona (esteroides androgénicos anabdlicos). Os objetivos, deste
estudo serdo: avaliar se esses hormonios usados em excesso, ou seja, acima do encontrado no
sangue, altera o nivel de gordura “ruim” (LDL-colesterol). Também iremos avaliar se 0 seu
colesterol “bom” (HDL colesterol) e o seu colesterol “ruim” (LDL colesterol) pode aumentar a
formacéo de placas de gordura nas artérias do coracao, causando um envelhecimento e doenca
nas artérias do coracdo (coronarias) de forma precoce, ja que ndo € comum um aumento desse
tipo, acumulo de placa de gordura em excesso nas artérias do coracdo, na sua idade. Além disso,
iremos verificar também, se 0 aumento da pressdo do sangue nas artérias, pode levar a um
endurecimento, mais cedo (sinal precoce de envelhecimento), na principal artéria que sai do
coracao (Artéria Aorta) que distribui o sangue para todos os 6rgaos do corpo.

02 — Descricao dos procedimentos que serdo realizados, seus propoésitos e identificar os
gue forem experimentais e néo rotineiros;

Coleta de urina: sera coletada 01 amostra de sua urina que mostrara que o senhor nao faz uso
de substancias hormonais sintéticas (esteroides androgénicos anabdlicos). A amostra sera
identificada com um nimero e sera enviado por esse nimero para o laboratério de analise, esse
procedimento garantird o sigilo dos resultados encontrados.

Coleta de sangue: Sera coletada 01 amostra do seu sangue para a avaliar o colesterol (gordura)
no sangue.

Eletrocardiografia: A freqiiéncia cardiaca (numero de vezes que o coracao bate por minuto) sera
avaliada pelo eletrocardiograma por meio de eletrodos colocados no peito;

Pressao arterial: A presséo arterial serA medida por um aparelho que ndo doi, e que ficara em
contato com o dedo por 20 minutos.

Velocidade da onda de pulso (VOP): serdao colocados dois aparelhos na superficie da pele
(transdutores) sensiveis a presséo sobre a pele das partes mais exteriorizadas das artérias do
pescogo que levam o sangue para a cabecga (carétida direita) e para as pernas (femoral direita) o
senhor ficara na posicdo deitada. A imagem sera adquirida por meio de uma onda de pulso, sem
gue Ihe cause qualquer desconforto.

Doppler de carotida: sera adquirida uma imagem da carétida (artéria do pescogo) e mediremos o
calibre desse vaso e o grau de endurecimento.

Densitometria Corporal Computadorizada (DEXA): exame pelo qual verificaremos a sua
guantidade de musculo e de gordura no corpo. Vocé ficara deitado e um equipamento fard uma
“leitura” por todo seu corpo.

Ergoespirometria: este exame de esforco em esteira, consiste na utilizacdo de eletrodos para
verificar os batimentos e o sinal cardiaco. Vocé respirard somente pela boca através de um bucal
do qual mediremos a quantidade de oxigénio por meio da sua respiragao.

Ecocardiograma: sera realizado por meio de um aparelho que emite som, que é um tubo que
capta a imagem do coracdo chamado (transdutor de ultrassom). Para isso, colocaremos um gel no
peito, sem a blusa, para avaliagdo da imagem do coracéo;
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Exame para Avaliar a Estrutura do Coracdo (Ressonancia Magnética Cardiovascular): O
senhor ficara deitado de barriga para cima sobre uma mesa que tem um tubo aberto, por cerca de
60 minutos. Sera necessario que o senhor encha o peito de ar, solte todo o ar e, em seguida,
prenda a respiracao por alguns segundos em alguns momentos durante o exame. Serd injetado
em sua veia um contraste. Serd necessario o senhor ndo se alimentar por no minimo 4 horas
antes do exame. O exame de Ressonancia ndo usa radiacdo para fazer as imagens. Apoés
terminar o exame, o senhor serd orientado a aguardar alguns minutos e tomar alguns copos de
agua. Apés o exame, o senhor nao precisa ficar internado e nem de repouso.

Exame para Avaliar os Vasos do Coracdo (Angiotomografia Computadorizada): Nesse
exame o senhor ficard deitado de barriga para cima sobre uma mesa por cerca de 10 minutos. A
mesa se movimentara algumas vezes pra frente e pra trds por dentro de um anel aberto nas
extremidades. Para avaliar a quantidade de endurecimento nas artérias do coracdo, sera
necessario o senhor encher o peito de ar e prender a respiragdo por alguns segundos durante o
exame. Para avaliar se o senhor tem alguma obstrucéo nas artérias do coracgdo, sera injetado um
contraste na sua veia. Sera necessario o senhor ndo se alimente por no minimo 4 horas antes do
exame. O exame de tomografia usa radiacdo (raio-X) para fazer as imagens. A radiacdo é
utilizada apenas para fazer as imagens, e sera utilizada sempre que o senhor estiver prendendo a
respiragdo durante o exame. Apoés terminar o exame, o senhor sera orientado ha aguardar alguns
minutos e tomar alguns copos de 4gua. O senhor néo precisa ficar internado e nem de repouso,
apos o exame.

03 — Descricao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos:

Coleta de urina: ndo ha riscos ou desconfortos e os resultados obtidos serdo sigilosos e
identificados com numeracdo de conhecimento especifico do pesquisador, caso seja necessaria
confirmacao.

Coleta de sangue: Quando a agulha for colocada no seu braco vocé sentird uma picada e logo o
sangue passara para a seringa. Essa coleta de sangue sera feita por uma pessoa que tem
experiéncia nesse tipo de exame e o0 senhor sentird um pequeno desconforto de dor da picada de
agulha.

Eletrocardiografia: N&o ha riscos.

Pressao arterial: ndo ha riscos. Durante um periodo de 20 minutos, estando o senhor acordado,
o aparelho causa um discreto “aperto” no dedo, porém nao é suficiente para impedir a passagem
do sangue, o senhor podera sentir um formigamento leve no dedo indicador.

Velocidade da onda de pulso (VOP): Nao hé riscos ou desconforto.

Doppler de car6tida: Nao ha riscos ou desconforto.

DEXA: ndo hé riscos ou desconforto.

Ergoespirometria: O fato de vocé respirar sé pela boca nesse exame pode deixar a sua boca um
pouco seca. Por ser um exame em que o senhor ird até a exaustéo fisica, vocé estara sujeito aos
riscos que ocorrem quando se faz um esforco (sua pressdo pode aumentar exageradamente,
podem ocorrer alteracées no ritmo do coracao ou até uma obstrucao das artérias do coragdo que
nao foi identificado quando o senhor estava em repouso e, que mostrara se ndo esta indo sangue
suficiente para o0 musculo do coracdo (arritmias ou isquemia do coracdo), porém, quando o
médico cardiologista, que estara realizando seu exame, observar qualquer alteracdo que envolva
um risco maior para o senhor, 0 exame sera interrompido.

Ecocardiografia: Nao ha riscos.
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Exame para Avaliar a Estrutura do Coracdo (Ressonancia Magnética Cardiovascular): O
senhor pode apresentar sensacao de estar preso (claustrofobia) durante a realizacdo do exame.
Se isso ocorrer, 0 exame serd interrompido. Apesar de pouco comum, podem ocorrer reacdes
alérgicas a administracdo de contraste. O risco de efeitos adversos graves € muito pequeno
(menor que 0,01%, ou seja, 1 evento para cada 10.000 exames). Os sintomas mais leves como
dor de cabeca, enjoos, alteracbes de paladar, urticaria (reacéo alérgica de coceira e vermelhidao)
e reacOes locais como irritacdo, ardor e sensacdo de frio ocorrem em menos de 4% dos casos.
Reacdes adversas agudas maiores ao contraste, como fechamento da garganta e queda na
presséo do sangue e problemas severos com a respiracdo sdo raras. Se alguma dessas reacoes
ocorrerem, 0 senhor sera imediatamente atendido por profissionais treinados e capacitados nessa
area. Se o0 senhor tiver problemas nos rins (creatinina > 1,5 mg/dL), o senhor ndo podera
participar desse estudo. Podem ocorrer acidentes como vazamento do contraste embaixo da pele,
cujas consequéncias em geral séo leves e serdo atendidas por equipe treinada e capacitada. Ha
um risco de dor no local onde a agulha é colocada (para coloca¢éo do contraste) e o local podera
ficar vermelho e inchado. O risco de infeccdo é minimo, pois o local do seu braco onde a agulha
seréa colocada sera cuidadosamente limpo e desinfetado.

Exame para Avaliar os Vasos do Coracdo (Angiotomografia Computadorizada): O senhor
recebera radiacdo durante o exame. Essa quantidade de radiagéo € segura e € menor do que a
guantidade méxima que o senhor pode receber em ambiente de trabalho por ano. Reacdes ao
contraste sdo pouco comuns. Estas reacdes podem variar de sensacdo de forte calor no corpo,
coceira leve e urticaria (reacdo alérgica de coceira e vermelhiddo), a rea¢gbes sérias incluindo
dificuldade de respirar e queda na pressao arterial e problemas severos com a respiragdo. Podem
ocorrer reacfes tardias em 0.5 a 2.0% dos pacientes, depois de 3 horas a dois dias apés o
exame, desaparecendo usualmente com uma semana. Reacdes leves ao contraste ocorrem em
3% dos que utilizam o contraste. Reagfes graves sdo mais raras e podem ocorrer em 1 a cada
1000 pacientes. Se o senhor tiver alguma alergia conhecida ao contraste, ou problemas nos rins
(creatinina > 1,5 mg/dL), ndo podera participar desse estudo. Durante toda a realizacdo do exame,
0 senhor terd a sua disposicdo profissionais capacitados e especializados para prestar
atendimento. Ha também um pequeno risco de dano renal a partir do agente de contraste. Tal
dano é muito raro e geralmente reversivel. O risco de desenvolver insuficiéncia renal é raro. Ha
um risco de dor no local onde a agulha € colocada no brago (para colocacdo do contraste) e o
local podera ficar vermelho e inchado. O risco de infeccdo € minimo, pois o local do seu braco
onde a agulha sera colocada seré cuidadosamente limpo e desinfetado.

04 — Beneficios para o participante: Nao ha beneficios para o senhor. Porém informaremos
sobre o0 seu estado de salde e orientaremos o senhor de acordo com o resultado dos exames que
serdo analisados, e poderemos também orienta-lo sobre a realizagdo de exercicio fisico regular,
dieta e cuidados para a prevencdo de riscos para a sua saude, baseados em todas as
informagdes clinicas, laboratoriais e analiticas, que os mesmos terdo acesso, de acordo com o
capitulo Ill. item 3. p da resolugdo 196/96 (MS).

05 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar; A avaliacdo laboratorial (dosagem de componentes do sangue) podera
identificar alteracdes no controle do metabolismo e preveni-lo de problemas futuros na sua saude.
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06 — Garantia de acesso:

Em qualquer etapa do estudo, o senhor tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € a Dra. Maria Janieire de
Nazaré Nunes Alves, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44
— Unidade de Reabilitagdo Cardiovascular e Fisiologia do Exercicio do Instituto do Coragéo, HC-
FMUSP — Telefones: 2661-5043/5099 (comercial). Se o senhor tiver alguma consideracdo ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) —
Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX:
2661-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

07 — Garantia de liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento: E garantida a
liberdade de retirada de seu consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Institui¢ao.

08 — Garantido o direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a sua identificacéo

09 — Atualizacdo sobre os resultados parciais das pesquisas: O senhor (a) tem o direito de
ser mantido atualizado sobre os resultados parciais dessa pesquisa, quando o estudo estiver em
aberto, e/ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

10 — Despesas e compensacgdes: Nao ha previsdo de recompensas pela sua participagdo no
estudo. Entretanto, em caso de algum dado a sua salde decorrente do estudo, é garantido ao
Senhor (a) todo o atendimento médico na Instituicdo sem nenhum custo.

11 — Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e material coletado somente para
esta pesquisa: O pesquisador desse estudo se compromete em utilizar os dados e o material
coletado, incluindo material biol6gico, somente para fins de pesquisa, podendo haver estudos
futuros, que so6 serdo realizados com prévia aprovacdo da CAPPesq.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel Rubrica do pesquisador,

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste material doado em outras
pesquisas cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar a cada pesquisa futura na qual sera
utilizado com o meu material.

(....) NAO. Eu dispenso a autorizagéo futura para cada pesquisa e estou informado(a) que a
Comissdo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ira
examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou ndo do material que eu estou
doando.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Impacto da auto-administracdo de esterdides androgénicos
anabolizantes no sistema cardiovascular”.

Eu discuti com a Dra. Maria Janieire de Nazaré Nunes Alves, sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo € isenta de despesas
e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em patrticipar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsdvel

Rubrica do pesquisador,



