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Introducao

A origem da palavra doping é incerta. O termo dop, ja fazia parte do dialeto
africano Kafir e significava infusdo estimulante de plantas medicinais (CBCM, 2011).
Ja em holandés, dop designava uma bebida alcodlica de cascas de uva que
prometia aumentar a forga e a vitalidade dos guerreiros da tribo Zulu (PIVETTA,

2004).

A palavra doping foi incluida pela primeira vez em um dicionario inglés no ano
de 1889, significando uma mistura de drogas narcoticas utilizada em cavalos puro

sangue para aumentar o desempenho em competigdes (CBCM, 2011).

Atualmente, segundo o cdodigo da Agéncia Mundial Antidoping, WADA
considera-se doping a utilizacdo de substancias ou métodos capazes de aumentar
artificialmente o desempenho esportivo, sejam eles potencialmente prejudiciais a
saude do atleta ou a de seus adversarios, ou contra o espirito do jogo. Quando duas
destas trés condigbes estao presentes, o doping € caracterizado (WADA, World Anti-

doping Code 2009).

A eritropoietina (EPO) € uma das drogas de uso proibido a atletas, segundo a
lista anual da WADA. Este horménio € uma proteina glicosilada com o potencial de
estimular a eritropoiese, aumentando assim a quantidade de globulos vermelhos
sanguineos e indiretamente aumentando a capacidade de transporte de oxigénio
aos tecidos. Os atletas, com este transporte incrementado, sdo beneficiados em
esportes que exigem resisténcia fisica, tendo grande vantagem se comparados a

atletas que nao fizeram uso de eritropoietina.



Buscando tratamentos para pacientes anémicos, que possuem uma menor
concentragéo de glébulos vermelhos no sangue, em 1985 foi feito o sequenciamento
dos aminoacidos da cadeia da EPO, e foi possivel gerar um clone genético desta
glicoproteina (NG et al., 2003). Este clone, conhecido por eritropoietina
recombinante, rEPO, foi aprovado pela Agéncia de Controle de Alimentos e
Medicamentos — FDA (E.U.A.) em junho de 1989 para o uso em pacientes com

insuficiéncia cronica renal (FISHER, 2003).

O aumento em 10-20% da concentragcdo de hemoglobinas no sangue tem o
efeito de aumentar a disponibilidade de oxigénio aos musculos e consequentemente
melhorar a performance aerdbica (WADLER, 1994). Buscando esta vantagem,
muitos atletas se submeteram a transfusbes sanguineas, aumentando assim a

quantidade de hemacias no sangue e o transporte de oxigénio.

Assim como todas as transfusdes sanguineas, estas para fins esportivos
também apresentam inumeros riscos a saude do receptor que vao desde simples
inflamagdes no local da puncéo até a possibilidade de contrair virus como o HIV e
Hepatites. Outro inconveniente € que as hemacias transfundidas tém um tempo de
vida curto, ao redor de 30 dias, e sua destruicdo prematura leva ao aumento de

bilirrubina (HOD et al., 2010).

No final da década de 80, com os avangos dos medicamentos a base de
rEPO para o tratamento da anemia, houve uma substituicdo da técnica de

transfusao sanguinea pelo uso irracional de rEPO no cenario esportivo.

O reflexo deste abuso pdde ser observado entre os anos 1987 e 1991,

quando foram relatados mais de vinte O&bitos de atletas profissionais por


http://bloodjournal.hematologylibrary.org/search?author1=Eldad+A.+Hod&sortspec=date&submit=Submit

6

insuficiéncias cardiacas inexplicaveis (CAZZOLA, 2000; WADLER, 1994). No ano de
1988, surgiram diversos rumores de uso indiscriminado da rEPO nos Jogos
Olimpicos de Seul, Coréia do Sul e Jogos Olimpicos de inverno de Calgari, Canada

(SYTKOWSKI, 2004).

Ha diversos efeitos colaterais relacionados ao aumento descontrolado de
células sanguineas como complicagdes trombdticas, hipertensao arterial, aumento
da viscosidade sanguinea entre outros. Tendo em vista a saude dos atletas e a ética
esportiva, em 1990 o Comité Olimpico Internacional (COIl) baniu o uso deste
hormdnio recombinante no meio esportivo, mesmo sem existir na época técnicas

capazes de detectar a presencga de rEPO e diferencia-la da forma endégena, EPO.

Atualmente ja se tém bastante estudadas e definidas as propriedades
farmacologicas, bio- e fisico-quimicas tanto da EPO como de sua forma
recombinante, rEPO. Com este conhecimento foi possivel avangar nos métodos de

analise e deteccédo do horménio, favorecendo desta maneira o controle de doping.

Ha dois tipos de métodos de detecgao: os diretos, que indicam a presenca de
EPO exdégena administrada, e os indiretos, que somente permitem afirmar que
houve um incremento no numero de células e outros fatores do sangue, mas que

nao indicam a causa (DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008).

O método direto empregado por todos os laboratérios credenciados junto a
Agéncia Internacional Anti Doping para a detecgao de EPO, rEPO e seus analogos
farmacologicos foi descrito em 2000 por LASNE e colaboradores que através da
matriz urina busca-se, por focalizagdo isoelétrica, seguida de dupla transferéncia,

algum outro tipo de eritropoietina, se ndo a enddgena, ja que estas possuem



diferentes perfis isoelétricos. Ha também a analise do perfil das eritropoietinas por
eletroforese com dodecil sulfato de sédio (SDS), mas neste caso as diferengas entre
elas sdo devidas aos pesos moleculares distintos (LASNE & DE CEAURRIZ, 2000;

DEHNES, LAMON, LONNBERG, 2010).

Apesar da focalizagdo isoelétrica ser o método mais utilizado pelos
laboratérios da WADA, a sua execugdo exige técnicos bastante treinados, um
laboratério equipado, € um procedimento demorado (aproximadamente 36h) e caro
(400 Euros por amostra) (PELTRE & THORMANN, 2003). Segundo Franke e Heid,
2006, o anticorpo primario ndo tem especificidade suficiente para a EPO, podendo
desta forma reagir com outras proteinas e influenciando o resultado (FRANKE &
HEID, 2006). Apesar desta possivel ligagdo cruzada, ndo séo descritos muitos
resultados falsos positivos (boa especificidade). Ja a sensibilidade do teste € um
ponto a ser melhorado, para evitar que atletas que fizeram uso da substancia nao

sejam flagrados. (PELTRE, THORMANN, 2003).

Ao mesmo tempo que as técnicas de detecgdo se aprimoram, novas drogas
surgem no mercado. Ainda no final da década de 90, usando técnicas de DNA, foi
produzido um analogo da EPO, a darbepoetina alfa (Aranesp®), gque em comparagao
a eritropoietinas apresenta um maior tempo de meia vida (2-3 vezes), maior poténcia
in vivo e com isto a administracdo da darbepoetina € menos frequente e a resposta

bioldgica esperada € a mesma (EGRIE & BROWNE, 2001).

Agéncia Mundial Antidoping

Antes mesmo de haver qualquer método de deteccao destas substancias de

doping, na década de 1920 ja se lutava contra a dopagem esportiva para garantir
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que os méritos dos esportistas fossem atingidos apenas por esforcos humanamente

possiveis.

Foi apenas no ano de 1999 que foi criada a Agéncia Mundial Antidoping
(WADA, sigla em inglés) para incentivar uma cultura isenta de doping no esporte e
coordenar, promover € monitorar em nivel internacional, o combate a dopagem, sob
todas as formas. A WADA é mantida com verbas governamentais e de organizagdes
mundiais de esportes (BOWERS, 2009). A auséncia de um vinculo direto da WADA
com oOrgaos governamentais dos paises evita que a ética esportiva seja prejudicada

por questdes politicas, como ja foi visto no passado (WILBER, 2002).

A missao da WADA é “promover, coordenar e monitorar o combate contra o
doping no esporte”. Juntamente com a criagdo da WADA, foram criados inumeros
documentos que passaram a reger o cenario do controle da dopagem. Dentre estes,
incluem-se uma lista anual de substancias e métodos proibidos (WADA, The 2012
Prohibited List, 2012) e o anteriormente citado, Codigo da WADA (WADA, World

Anti-Doping Code, 2009).

A lista de substancias e métodos proibidos pela WADA enumera substancias
que colocam em risco a saude do atleta, ou que irdo gerar uma competicdo desleal
com os demais participantes. Especialistas se reunem anualmente para revisar a
lista e possivelmente incluir novas substancias que tenham, por ventura, surgido no
decorrido ano. Posteriormente, uma equipe multiprofissional de médicos, técnicos e

pesquisadores a aprova, e esta é implementada em janeiro do ano que esta por vir.

No Cdédigo da WADA, publicado pela primeira vez em 2004, estao redigidas

normas e regras de todas as etapas do controle de dopagem, assim como 0s
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direitos e deveres dos atletas e laboratérios frente a um teste. Atualmente este
codigo ja esta em sua 3? versao e possibilita uma harmonizagéo e padronizagdo das

acdes tomadas em todas as partes do mundo.

A Agéncia Mundial Anti Doping também é responsavel por reconhecer e
credenciar os laboratérios que poderdao executar analises e obter resultados
aceitaveis. Os laboratérios precisam estar acreditados na norma técnica ISO/IEC
17025, e precisam ser apoiados por alguma organizagdo nacional anti doping

(BOWERS, 2009).

Para manter e garantir a constante qualidade e performance de seus
laboratorios associados, a WADA envia periodicamente algumas amostras de
atletas, ou amostras brancas para que estes as analisem e enviem seus pareceres

(IVANOVA, BOGHOSIAN, RABIN, 2007).

Eritropoietina Humana

Em adultos o tempo de vida de uma célula sanguinea vermelha €& de
aproximadamente 120 dias. Para manter este equilibrio € necessaria a renovacao
diaria de 0,8 a 1% das células circulantes no sangue (ISRAELS & ISRAELS, 2003).
Este intenso ciclo so € possivel devido a morte programada das mesmas (apoptose)
e principalmente a constante hematopoiese, que envolve a produgdo e maturagcao
de células para o sangue, tanto eritrécitos como também células linféides e

miel6ides(ROBINSON et al., 2006).

Os eritrécitos, também chamados de glébulos vermelhos ou hemacias, nao

possuem nucleo, reticulo endoplasmatico, ribossomos e mitocdndrias, ou seja, nao



10

sofrem mitose, sendo a eritropoiese a unica maneira de producédo de novas células.
A auséncia destas organelas citoplasmaticas e nucleares tem a finalidade de
otimizar a capacidade de carregamento de hemoglobina, proteina componente do
eritrocito, e responsavel direta pelo transporte de oxigénio (O,) e gas carbdnico

(CO,) (DAVID, 2009; GARNIER et al., 2002).

Em adultos, a eritropoietina (EPO) é sintetizada principalmente nas células de
revestimento dos capilares peritubulares renais (90%), pelo figado (<10%) e também
uma pequena porcao é de origem cerebral. J4 em fetos, as células hepaticas sao as

principais produtoras da EPO (FISHER, 2003).

Este hormbnio tem natureza glicoproteica e seu peso molecular é de 30,4
KDa. O gene da EPO se localiza no brago longo do cromossomo 7q11-22. O gene
contém cinco éxons, que codificam o pré-horménio EPO de 193 aminoacidos e
quatro introns. Posteriormente ha uma perda de 27 aminoacidos na por¢ao terminal
de NH.,. A forma ativa da eritropoietina contém entdo 165 aminoacidos dispostos em

uma unica cadeia polipeptidica. A partir desta cadeia ha quatro ligagbes a

Figura 1: Estrutura primaria da EPQO: 165
aminoacidos, duas pontes dissulfeto
intramoleculares, ligando as cisteinas 29-
33 e 6-161. Estdo também representadas
as quatro ligagbes de carboidratos (CH)
nas asparaginas das posigées 24, 38 e 83

e a serina na posicdo 126 Fonte: LAPPIN,

2003).
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polissacarideos nas posicoes 24, 38, 83 e 126 e duas ligagbes dissulfeto

intramoleculares (CHOI, KIM, PARK, 1996), conforme exemplificado na figura 1.

Carboidratos sdo as macromoléculas mais abundantes na eritropoietina,
correspondendo a 40% de sua composi¢cao. Os carboidratos mais frequentes séo o
acido sidlico, seguido pelas hexoses N-acetilglicosamina e o acido N-
acetilneuraminico. Enquanto que a cadeia peptidica € essencial para a ligagao EPO-
receptor, os carboidratos s&o responsaveis pela manutengao da estrutura terciaria e
por evitar a rapida depuracao hepatica, favorecendo a atividade in vivo da molécula

(DORDAL, WANG, GOLDWASSER, 1985).

A producgao de eritropoietina ocorre sempre que o numero de eritrocitos esteja
abaixo do normal ou quando, por outros motivos, a taxa de oxigénio circulante esteja
abaixo do limite. Essa menor oferta de O, circulante, conhecida por hipdxia, é
percebida por estruturas sensitivas localizadas no cortex renal e pode ser devida a
inUmeras causas como menor concentragdo de hemoglobina (ex. anemia), reduzida
pressao de oxigénio (ex. altitudes elevadas) e até mesmo quando a afinidade por O»
estd aumentada, como em casos de esforgo fisico intenso (JELKMANN, 2004;

GARCIA et al., 2007; ROBINSON et al., 2006).

Em situagdes de hipdxia, o fator HIF-1 (Hypoxia inducible factor) sera ativado
pela dimerizagdo das subunidades HIF-1a e HIF-1f e induzira a expressao do gene

da eritropoietina, traduzindo assim o horménio (JELKMANN, 2004).

A EPO formada sera direcionada a medula 6ssea, onde ira estimular a
eritropoiese (CHOI, KIM, PARK, 1996). Na medula 6ssea as células pluripotentes

sofrem maturacdo, sob influéncia de diversas citocinas. A eritropoietina é
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responsavel por induzir a maturacdo mais tardia, e quase final da formagao do
eritrocito. As células progenitoras eritrocitarias (BFU-E) e principalmente as unidades
formadoras de colbnias eritréides (CFU-E) e os pro-normoblastos possuem
receptores especificos da EPO e quando em contato com o horménio sao
estimuladas a se maturarem a normoblastos, reticulocitos e até se tornarem

finalmente eritrocitos maduros.

Além de acelerar a maturagéo daS CFU- Pluripotent Stem Cell SCF, IL-1, IL-3, IL-6, 1L-11

Es e pro-normoblastos, a eritropoietina possui +

5 3 i Myeloid Stem Ce
também a fungcdo de evitar a morte yeloud Stem Cel

programada destas células. Mesmo em

CFU GEMM SCF, GM-CSF, IL-3

.‘_

condicdes fisioldgicas normais a concentragao
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Mature Ervthrocyte

Figura 2: Eritropoiese desde a célula pluripotente até o eritrécito maduro. Do lado direito
estdo listadas todas citocinas que estimulam a maturacdo da célula inicial. S&o elas: Fator
estimulador de colbnias granulocitarias (G-CSF), fator estimulador de células-tronco (SCF), fator
estimulador de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11), fator de

crescimento semelhante a Insulina-1 (IGF-1) e eritropoietina (EPO) Fonte: FISHER, 2003.

Desde o aumento da EPO circulante até a maturagao destes novos eritrécitos

ha um intervalo de dois a trés dias e este rapido desenvolvimento apodia a teoria de
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que a EPO atua em células que ja iniciaram a sua maturagéo, ja que o tempo total
de maturagdo € de cinco a sete dias (RASSIER, NATALI, DE ROSE, 1995;

ROBINSON, 2006).

Eritropoietinas Recombinantes e Analogos

A busca por medicamentos para pacientes anémicos que necessitavam de
constantes transfusbes sanguineas empenhou o desenvolvimento de farmacos que
atuassem mimetizando os efeitos da eritropoietina. Devido ao grande impacto
positivo que um medicamento com esse efeito teria, a EPO foi o primeiro fator de

crescimento hematopoiético a ser clonado (JACOBS et al., 1985).

Eritropoietinas recombinantes a, 3, we A

Em 1977, Miyake, Kung e Goldwasser a partir de 2550 litros de urina de
pacientes com anemia aplastica isolaram e purificaram o horménio eritropoietina
(MIYAKE, KUNG, GOLDWASSER, 1977). Alguns anos mais tarde, quando ja se
dominavam técnicas mais aprimoradas, foi caracterizada a regido responsavel por
codificar o gene da EPO no DNA humano e foi feito o sequenciamento dos

aminoacidos da EPO (JACOBS et al., 1985).

Quando a sequéncia das bases nitrogenadas foi estabelecida, o cDNA
codificador da EPO foi inserido no material genético de células ovarianas de

hamsters chineses e estes passaram a produzir eritropoietina recombinante.

Apoés a aprovagdo da Agéncia de Controle de Alimentos e Medicamentos —

FDA (E.U.A.) em junho de 1989, o primeiro medicamento a base de eritropoietina
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recombinante a se tornar disponivel no mercado foi a rEPOaq, sob varios nomes

comerciais como Epogen®, Procrit®, Eprex®, Erypo®, Espo® (JELKMANN 2008).

Um ano apds, foi também langada no mercado outro tipo de eritropoietina
recombinante, a do tipo beta (rEPO). As letras gregas indicam pequenas diferengas
na glicosilagdo da molécula, mas a cadeia peptidica € obrigatoriamente a mesma,
pois esta é geneticamente controlada. Apesar de ambas, rEPOa e rEPO, serem
sintetizadas em células ovarianas de hamsters chineses, por serem linhagens de
células distintas, a estrutura da cadeia glicosidica gerada entre estas é diferente

(REICHEL & GMEINER, 2010).

A rEPOQ apresenta um perfil mais basico que rEPOa. Esta diferenca confere
a rEPOP caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas diferentes que

resultam em uma maior atividade bioldgica quando comparada a rEPOa.

Comercialmente a rEPOB era encontrada sob o nome de Recormon®, e a

partir de 1997 houve uma alteracao para NeoRecormon®(JELKMANN 2008).

Foram também desenvolvidos outros tipos de eritropoietinas recombinantes, a
Omega (rEPOw) e a delta (rEPOA), sintetizadas também a partir de cDNA mas em
células renais de hamsters jovens e em células de fibrossarcoma humano

respectivamente (DEICHER & HORL, 2004; PASCUAL, 2004).

Os principais fatores que determinam a composicdo glicidica das
eritropoietinas séo o tipo de célula que hospedou o c-DNA, as condi¢des de cultura e
os procedimentos de purificagdo da proteina (JELKMANN, 2007). Sendo assim, ja
eram esperadas diferentes atividades biolégicas consequentes de distintas

composigdes glicidicas entre rEPO a, B, w e A.
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Analogo farmacolégico - Darbepoetina alfa (NESP)

Sabe-se que a quantidade de residuos de acidos sialicos componentes da
cadeia glicosidica esta diretamente ligada ao tempo de meia vida da molécula e a
ligagdo ao receptor da eritropoietina. Desta forma, uma maior quantidade de
residuos de &acido sidlico presente na composi¢dao diminuira a afinidade por seu
receptor especifico, porém, ainda assim, a molécula apresentara maior atividade

biolégica devido ao seu aumentado tempo de meia vida (EGRIE & BROWNE, 2001).

Com base nestes estudos, foi projetado um analogo farmacoldgico
hiperglicosilado da EPO. Uma mutagdo na sequéncia original da EPO permitiu a
substituicdo de cinco aminoacidos, o que gerou mais dois sitios de ligagdes
glicosidicas. Como se podia esperar, a nova molécula criada, nomeada de
Darbepoetina Alfa ou também conhecida como NESP — Novel Erythropoiesis
Stimulating Protein, apresenta um tempo de meia vida 3 vezes maior que das rEPOs
(25,3h x 8,5h) (MACDOUGALL et al., 1999) e também maior peso molecular (38500

x 30400 daltons) (FISHER, 2003).

Medicamentos cujo principio ativo é a darbepoetina alfa, assim como o
Aranesp®, sdo considerados de segunda geragao (JELKMANN, 2008). Estes
medicamentos significaram um grande avanco para pacientes em tratamento de
insuficiéncias renais cronicas, pois a darbepoetina, ao contrario das eritropoietinas
recombinantes, € administrada somente uma vez por semana ou a cada duas

semanas (LOCATELLI et al., 2001).
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Ativador constante do receptor de eritropoietina (Continuous
Erythropoietin Receptor Activator) - CERA

Este farmaco, langado no mercado no ano de 2007, com o0 nome de Mircera®,
foi quimicamente desenvolvido pela fusdo de uma molécula de EPO a um polimero
de metoxi polietileno glicol. Este polimero, por seu grande tamanho, afeta muitas das
propriedades da molécula de eritropoietina. O complexo formado tem peso de 69-78
KDa e a interagcdo com o receptor de EPO é diferenciada (MACDOUGALL &

ECKARDT, 2006; REICHEL & GMEINER, 2010; REICHEL, 2011).

A CERA por possuir uma afinidade de 50 a 100 vezes menor pelo receptor, se
comparada a EPO endogena, possui também um maior tempo de meia vida,
podendo chegar a 140 horas. A ligacdo da CERA com seu receptor é demorada, e
quando finalmente ocorre, ha um rapido desligamento, permitindo assim multiplos

estimulos ao receptor (JARSCH et al., 2008; BAGUE, 2011).

Desta forma, o tratamento de pacientes que fazem uso de Mircera® & muito
conveniente, ja que somente exige aplicagcdes a cada trés semanas em casos de
tratamento de cancer por quimioterapia ou uma aplicagdo mensal para pacientes
com insuficiéncia renal crénica n&o grave (DMOSZYNSKA et al, 2004,
MACDOUGALL & ECKARDT, 2006; SULOWICZ et al., 2007). Em comparagéo as
outras eritropoietinas farmacoldgicas, a CERA possui maior tempo de meia vida, fato

este representado no grafico 1.
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Grdfico 1: Representacdo dos tempos de meia
vida de aplicagbes intra-venosas dos diferentes
estimulantes de eritropoiese CERA, NESP, rEPQOS
e rEPOa. Nota-se o grande destaque da CERA,
com 134 horas. Adaptado de: LA ROCHE LTD,

Mircera® mode of action.

Farmaco Mimeético - Hematide®

Miméticos da EPO sdo pequenas moléculas capazes de mudar a
conformagao e assim ativar o receptor da EPO, gerando os mesmos efeitos de
aumento de eritropoiese (WRIGHTON et al., 1996; DIAMANTI-KANDARAKIS, et al.,

2005).

Hematide®, mimético da EPO, é um peptideo dimérico estimulador da
eritropoiese com elevado tempo de meia vida devido a ligagao do peptideo com uma
molécula de metoxi polietileno glicol. Este mimético foi desenvolvido para uso
terapéutico em pacientes com anemia associada a insuficiéncia renal crbnica e

cancer (RICHARD et al., 2006).

Ainda nao disponivel no mercado, mas ja em fase lll de testes clinicos, além
de seu elevado tempo de meia vida, quando comparado a outros medicamentos
estimuladores da eritropoiese, o Hematide® apresenta maior estabilidade a
temperatura ambiente e também é menos imunogénico, evitando o surgimento de
aplasia eritréide pura mediada por anticorpos anti-eritropoietina (MACDOUGALL,
2008; MACDOUGALL & ASHENDEN, 2009). Além disto, o processo de fabricagcao

nao envolve técnicas de engenharia genética e a administragdo em pacientes sob


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DMacdougall,%2520Iain%2520C.%26authorID%3D7004419250%26md5%3D3cf17e0771dd535ac59b1f75ac4820ca&_acct=C000037858&_version=1&_userid=687336&md5=3f1ed8669cfec52402da65679e39a9c7
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DAshenden,%2520Michael%26authorID%3D7003737983%26md5%3D98a9a4e1ed0f3ee792e49a0e574bd225&_acct=C000037858&_version=1&_userid=687336&md5=0e0eda08269b6a9983ecc83f9efb7880
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tratamento seria feita uma vez por més, o que facilitaria e tornaria o tratamento mais
barato (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2005; FAN et al., 2006, MACDOUGALL et

al., 2006).

Eritropoietina e o esporte

A intensidade e a duragdo do esforgo fisico estdo diretamente ligadas ao
treinamento e a capacidade de transporte de oxigénio e outros nutrientes aos

musculos exigidos durante o esforgo.

Conforme o esforgo, o oxigénio € consumido rapidamente e é observada uma
diminuicdo do desempenho muscular. Aumentando a massa de eritrocitos, a
capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue também ¢é aumentada,
retardando assim o decaimento do desempenho (LIPPI & GUIDI, 2000; BAGUE,

2011).

Dopagem sanguinea

O termo doping sanguineo surgiu no final da década de 70, para se referir ao
aumento artificial de massa de eritrocitos com o intuito de melhorar a disponibilidade
de oxigénio. Tal feito pode ser conseguido através de transfusdes sanguineas
autologas, heterdlogas, permanéncia em ambientes com menor disponibilidade de
oxigénio ou pelo mais recente uso de formas recombinantes ou analogas da EPO

(RASSIER, NATALI, DE ROSE, 1996; CAZZOLA, 2000).

Apos as Olimpiadas de 1984 em Los Angeles, EUA, quando sete atletas da
equipe americana admitiram terem feito transfusdes sanguineas para beneficio
esportivo, o doping sanguineo foi adicionado a lista da WADA de métodos nao

permitidos no esporte (KLEIN, 1985; ROBINSON et al., 2006).
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Para transfusbes sanguineas havia basicamente dois processos distintos:
transfusdo autdéloga, quando o atleta recebia uma bolsa com seu proprio sangue
anteriormente coletado, ou a transfusdo heterdloga, quando atletas recebiam bolsa

de sangue de outras pessoas que apresentavam compatibilidade sanguinea.

Transfusoées autélogas

De quatro a oito semanas antes da competi¢cdo, sao coletadas de duas a trés
porgdes de 450 mL de sangue do atleta. As células sanguineas sao separadas do
plasma, e este é rapidamente reinfundido no atleta. As células sanguineas s&o entao

tratadas e congeladas (-80°C) em solugéo de glicerol.

A drastica diminuicdo de oxigénio no sangue causada pela retirada de
eritrocitos sera logo percebida pelas anteriormente citadas estruturas sensiveis a
hipéxia no cortex renal, que aumentardao a taxa de EPO produzida. Por volta da

terceira semana, os niveis de eritrocitos estardao normalizados.

De um a sete dias antecedentes a competicdo, as bolsas armazenadas serao
descongeladas, lavadas em solugbes de alta osmolaridade para remover todo o
glicerol, resuspensas em uma solugdo salina e reinfundida no atleta (RASSIER,

NATALI, DE ROSE, 1996; BIRKELAND & HEMMERSBACH, 1999).

Este procedimento de estocagem leva a uma significativa perda de 15% dos
eritrocitos, e os demais apresentam menor flexibilidade, e também menor
capacidade de transporte de O, (BERGLUND & HEMMINGSON, 1987). Por duas
semanas a quantidade de eritrocitos se mantém aumentada em 8-20% (GLEDHILL,

1982; RASSIER, NATALI, DE ROSE, 1996).
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Transfusées heterélogas

Este tipo se diferencia da transfusdo autologa pela origem do sangue, que
neste caso seria de algum doador com compatibilidade sanguinea. O sangue
coletado pode ser diretamente reinfundido no atleta, ou o sangue pode ser

armazenado, seguindo os principios acima descritos.

Enquanto a transfusdo autdloga apresenta riscos de flebite e trombose
intravenosa, além destes, na transfusdo heterdloga ha o grande risco de serem
transmitidas doencgas infecto-contagiosas principalmente por virus, como o HIV ou
outras doengas como as hepatites e também outro fator de perigo deste método

seria a incompatibilidade dos diversos tipos sanguineos.

Influéncia da altitude

Sabe-se que ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio estimulam
estruturas sensitivas a hipdxia a produzir EPO (JELKMANN, 2004; GARCIA et al.,
2007; ROBINSON et al., 2006). Desde 1940, treinar e viver em altitudes elevadas é
uma das estratégias para se melhorar o desempenho em competicées ao nivel do
mar (BALKE, NAGLE, DANIELS, 1965; DANIELS & OLDRIDGE, 1970). No ano de
2001, Stray-Gundersen, Chapman e Levine, em um estudo comprovaram que
treinos em altitudes elevadas n&o eram tdo benéficos. Foi desenvolvido um novo
método de treinamento para atletas: “Living high — Training low”, nome em inglés de
tal método, com significado em portugués de viver em altas altitudes e treinar em

baixas (STRAY-GUNDERSEN, CHAPMAN, LEVINE, 2001).

A vivéncia em altitudes elevadas gera inumeras respostas fisiologicas,
incluindo o aumento da capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue, que sao

muito benéficas para aumentar a resisténcia esportiva. Por outro lado, ndo é
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recomendado que os treinamentos sejam feitos também em altitudes, ja que a
intensidade, a frequéncia e a duragao do esfor¢o serao muito limitadas pela presséo
reduzida de oxigénio. Sendo assim, os treinamentos serdo mais produtivos se
realizados ao nivel do mar (ASHENDEN, 2000; STRAY-GUNDERSEN, CHAPMAN,

LEVINE, 2001).

Estudos posteriores demonstraram um incremento de 5% na massa de
eritrocitos de atletas que por 24 dias estiveram sob o “Living high-Training low”

(WEHRLIN et al., 2005).

Para facilitar treinamentos de atletas que nao residem perto de areas de
altitudes elevadas, foram desenvolvidas camaras hipobaricas que artificialmente tém
reduzida pressdo de oxigénio, estimulando também a produgdo de eritrocitos.
Atletas realizam seus treinamentos normalmente e apenas se isolam nessas
camaras para dormir, sendo também beneficiados ja que a camara simula altitudes

(HYPOXICO, altitude training systems; JOYNER, 2002).

Apesar de muitos atletas utilizarem o “Living high-Training low”, estudos
recentes questionam a eficacia do treinamento e comprovaram que por mais que
possa ocorrer um aumento na massa eritrocitaria, este nao é significativo, e nao ira
aumentar a quantidade de oxigénio circulante, uma vez que atletas ja possuem alta

capacidade aerdbica (ROBACH, 2012; SIEBENMANN, 2012).

Doping sanguineo e a WADA

O doping sanguineo esta incluido na lista de métodos e substancias proibidas

da WADA, dentro do sub-item M1 de métodos de “aumento da transferéncia de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siebenmann%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22033534
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oxigénio”, como citado abaixo, em tradugdo do Comité Olimpico Brasileiro (COB) da

lista da WADA:

“METODOS PROIBIDOS
M1. AUMENTO DA TRANSFERENCIA DE OXIGENIO
Os segquintes sao proibidos:

1. Doping sanguineo, incluindo o uso de sangue autélogo, homdélogo ou heterélogo ou
de produtos de globulos vermelhos de qualquer origem.

2. Aumento artificial da captagéo, transporte ou aporte de oxigénio, incluindo, mas ndo
limitado aos perfluoroquimicos, efaproxiral (RSR13) e produtos a base de
hemoglobina modificada (ex.: substitutos de sangue com base em hemoglobina,
produtos de hemoglobina microencapsulados), excluindo oxigenagdo Suplementar.”
Fonte: http://www.cob.org.br/pesquisa_estudo/pdfs/TB_Lista_Antidoping_06jan.pdf

Segundo numero 1 do sub-item M1 de métodos proibidos, estdo proibidos
todos os tipos de doping sanguineo. Ja o uso de camaras hipobaricas, ou a vivéncia
e treinamento em altitudes elevadas nao sao especificamente listados, mas se
incluem no numero 2 por serem consideradas formas artificiais de captagao,

transporte ou aporte de oxigénio.

Métodos de deteccao

Os niveis de EPO encontrados nos fluidos bioldgicos sdo muito baixos
(DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008). A disponibilidade de oxigénio, variacbes
fisiologicas individuais, patologias, treinamento fisico, hidratagéo e horario da coleta
sao todas variaveis que influenciam na concentragcdo de EPO, ficando dificil
estabelecer um valor normal deste horménio para individuos. A molécula de EPO é
de estrutura complexa e de elevada massa molecular, o que dificulta ainda mais a
diferenciagdo da rEPO e analogos do horménio endoégeno (MAGNANI, 1999;

BREYMANN, 2000; BENTO, 2008).
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Foram desenvolvidas duas linhas de testes, os indiretos e os diretos. Testes
indiretos apenas indicam, através de marcadores biolégicos, que ha alguma
alteragdo nos niveis normais de células sanguineas, porém mesmo havendo esta
alteragdo nao é possivel afirmar que houve o uso de rEPO ou algum analogo de
EPO. Ja os testes diretos identificam bioquimicamente em urina o horménio EPO e/

ou a presenga do hormdnio exdgeno.

Métodos indiretos

Preocupados com a saude dos atletas, e com o controle do abuso de
estimulantes da eritropoiese, em 1997 foram estabelecidos limites maximos de
hematdcritos de atletas. Para homens, o hematocrito ndo poderia passar de 50% e
para mulheres 47%. Anos apos, também ficou estabelecido que 17 g/dL seria o valor
maximo de hemoglobina plasmatica. Atletas que estivessem acima destes limites
seriam impedidos de participar da competicédo e ficariam afastados dos esportes por
duas semanas para que houvesse uma diminuigdo na concentragao de eritrocitos, e

o esforco fisico ndo envolvesse riscos a saude.

Esses limites eram marcadores indiretos do uso recente de rEPO, mas foram
seguidos de controvérsias e duvidas quanto a sua eficiéncia e veracidade (EKBLOM

& BERGLUND, 1991; BREYMANN, 2000; BENTO, 2003).

Para os Jogos Olimpicos de 2000, na Australia, foi desenvolvida a segunda
geragdo de métodos indiretos. Este novo método baseava-se nas alteragdes
fisiologicas do sangue em resposta ao uso de EPO exdgena (ZORPETTE, 2000).
Cinco parametros hematopoiéticos seriam avaliados, e posteriormente enquadrados
em dois modelos matematicos: ON e OFF. Além do hematdcrito (Hct), deveriam ser

analisadas, para cada amostra, a concentracao de EPO em soro, do receptor soluvel
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de transferrina (sTFr), porcentagem de reticulécitos (ret) e porcentagem de
macraocitos (macro) (ZORPETTE, 2000; PARISOTTO et al.,, 2000; PARISOTTO et

al., 2001; PASCUAL et al., 2004; SEGURA, PASCUAL, GALLEGO, 2007).

Os dois modelos matematicos eram uteis para detectar diferentes momentos
de abuso de rEPO e analogos. O modelo ON seria para flagrar o uso atual ou
bastante recente, ja o0 método OFF detectaria rEPO quando seu ultimo uso tivesse

sido feito ha algumas semanas antes da coleta de sangue (PASCUAL et al., 2004).

Método Direto - IEF

Simultaneamente ao desenvolvimento do teste indireto, também no ano de
2000, foi criado na Franga um promissor método direto em urina que provava ser
capaz de diferenciar a rEPO e analogos da EPO a partir da diferenga de carga de
suas moléculas devido ao diferente sitio de formacado das cadeias glicosidicas. A
EPO endbégena é mais acida que as formas recombinantes e assim podem ser
separadas (RUSH, 1995; LASNE & DE CEAURRIZ, 2000; WANG et al., 2002;

ROBINSON et al., 2006 ).

Isoeletrofocalizagdo (IEF) seguida de dupla transferéncia foi o protocolo
desenvolvido por Lasne e colaboradores (2000), que ainda é, com algumas
adaptagdes, o metodo empregado pela WADA e todos seus laboratorios acreditados

na busca em matriz urina de estimuladores da eritropoiese.

O método pode ser dividido em quatro etapas, pré concentracdo da amostra,
eletroforese por focalizacdo isoelétrica, dupla transferéncia e revelagédo por

quimioluminescéncia, descritas abaixo segundo artigos citados.
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Pré concentracao da amostra

A etapa de pré concentracdo da amostra é feita por ultrafiltracdo, onde vinte
mililitros de urina passam por diversas etapas de filtragdo em membranas de 30
KDa. O retentato é lavado e ao final recolhe-se um volume reduzido (20 uL) de urina
de 700 a 1000 vezes mais concentrada que a inicial, e que possui apenas moléculas

de massa molecular superior a 30.000Da, faixa onde encontra-se a EPO.

Eletroforese por focalizagao isoelétrica

Para a eletroforese da etapa seguinte é utilizado um gel de 1 mm de
espessura feito de poliacrilamida e uréia. Em equipamento de eletroforese sob placa
refrigerada, é feita uma pré focalizagdo para que seja organizado o gradiente de pH.
Sao aplicados entdo 20 uL de cada urina a ser analisada e fornecida corrente

elétrica especifica para que a migracao das proteinas ocorra.

Proteinas submetidas a eletroforese migram através do gel e param ao
atingirem seu ponto isoelétrico. Entende-se por ponto isoelétrico a regido onde a

carga liquida dos grupamentos idnicos da proteina é zero.

Dupla Transferéncia

As proteinas em seus respectivos pontos isoelétricos no gel serdo entao
transferidas a uma membrana de polivideno e apés bloqueio, para impedir ligagbes a
proteinas sem interesse, esta membrana sera imersa em solugcao de 1ug/mL de
anticorpo primario (Ac1°) monoclonal anti EPO humana (LASNE & DE CEAURRIZ,

2000; LASNE et al., 2002; REICHEL & GMEINER, 2010).

Espera-se que o anticorpo primario se ligue especificamente as moléculas de

EPO. O complexo EPO-Anticorpo primario € entdo transferido em meio acido e sob
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corrente elétrica para outra membrana de polivideno. Este processo da segunda
transferéncia é feito para prevenir que anticorpos primarios que se ligaram

inespecificamente as proteinas se liguem ao anticorpo secundario (LASNE, 2001).

A segunda membrana entra em contato com o anticorpo secundario (anti-

anticorpo 1gG) e posteriormente com o conjugado estreptavidina peroxidase.

Revelagao da Membrana

Para a revelagdo a membrana é submersa em substrato quimioluminescente
e posicionada em uma camara de quimioluminescéncia. Sao capturadas diversas
imagens entre 1 e 60 minutos de exposigdo. A intensidade da quimioluminescéncia
emitida sera representada por bandas na imagem final. As bandas das amostras séo
comparadas com controles e com base em documentos técnicos expedidos pela
WADA, os resultados sdo interpretados. No documento técnico TD EPO 2009 -
WADA séao estabelecidos critérios para positividade de amostras (LASNE & DE
CEAURRIZ, 2000; LASNE, 2001; LASNE et al., 2002; WADA - Technical Document

EPO, 2009; REICHEL & GMEINER, 2010; REICHEL, 2011).

Na figura 3 ha uma tipica imagem de revelagao de IEF. Nota-se o diferente
perfil das eritropoietinas listadas. As bandas na area mais alta da imagem sao de
proteinas que possuem caracteristicas mais basicas, ao contrario das mais acidas,
que se localizam na parte inferior da imagem. A zona intermediaria € ocupada
basicamente pela EPO enddgena (segunda coluna da imagem), sendo o perfil
esperado para pessoas saudaveis e que nao fazem uso de estimuladores de
eritropoiese. Atletas que utilizam alguma das formas exdégenas do hormdnio
apresentarao o perfil de eritropoietina mais acido ou mais basico que o normal

(WADA - Technical Document EPO 2009).
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A eritropoetina enddgena apresenta bandas na faixa de pH de 3,92 a 4,42, a

rEPO a e 3 apresentam na faixa de 4,42 a 5,11 e a NESP tem seus valores de ponto

isoelétrico em torno do Ph 3.7 — 4

(LASNE & DE CEAURRIZ, 2000).

Figura 3: Perfil isoelétrico das diferentes
eritropoietinas testadas. rEPO (Eritropoietina
recombinante), UEPO (eritropoietina
endogena), NESP (Darbepoetina alfa) e

CERA (Ativador constante do receptor de

eritropoietina Adaptado de : WADA

Technical Document EPO, 2009.

Uso dos testes

A comissdo médica do Comité Olimpico Internacional (COIl) aprovou o modelo
ON do teste indireto desenvolvido por Parisotto e colaboradores (2000) para detectar
o abuso de rEPO. Durante as Olimpiadas de Sydney o método indireto ON foi
utilizado em combinagdo com o método direto, recém desenvolvido por Lasne e De
Ceaurriz (2000), baseado na isoeletrofocalizagdo seguida de dupla transferéncia.
(LASNE & DE CEAURRIZ, 2000; PARISOTTO et al., 2000; PARISOTTO et al., 2001;

WILBER, 2002; DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008).

Os testes indiretos que apresentaram resultados fora do padrdo foram
confirmados pelo teste direto. A execugao destes dois testes exigia a coleta de dois
tipos de materiais biolégicos: sangue para o teste indireto e urina para o teste direto.
Apesar do esfor¢o, neste evento esportivo nenhum atleta foi flagrado pelo uso de

rEPO (SEGURA, PASCUAL, GALLEGO 2007).
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O modelo indireto OFF, criado para detectar usos menos recentes de
estimuladores da eritropoiese, nao foi aprovado pelo COIl (PARISOTTO et al., 2001;

WILBER, 2002).

Nos jogos olimpicos de inverno de Salt Lake City (2002) o modelo combinado
voltou a ser utilizado, porém sé seriam reportados casos positivos de doping, caso

ambos os testes (indireto e direto) fossem positivos (COIl, Post games report, 2002).

Em junho de 2003 foi decidido pela WADA que a deteccdo de EPO
recombinante em todos os eventos esportivos seria feita somente através da matriz
urina, afirmando que mesmo sem os testes indiretos, qualquer resultado do teste

direto que fosse classificado como positivo ja seria valido para comprovar situagao

de doping (PASCUAL et al., 2004, DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008).

Vantagens e desvantagens dos métodos indireto e direto.

Apesar de ser relativamente barato, rapido e evidenciar todas as formas de
doping sanguineo, o maior inconveniente do teste indireto € exigir matriz bioldgica
sangue. A coleta de sangue € considerada um processo invasivo, que exige
profissional preparado para realizar a pungao, condigdes assépticas e certo repouso
do atleta (BANFI & DOLCI, 2003). Outra desvantagem deste método é que o
armazenamento de uma amostra sanguinea B, para uso em contraprovas, néo €&
possivel devido a instabilidade dos parametros biolégicos medidos neste método.

(SEGURA, PASCUAL, GALLEGO 2007).

O teste direto desenvolvido na Franga em 2000 continua a ser o empregado
pela WADA e seus laboratorios acreditados em todo o mundo. Para a execugéo

deste teste sdo necessarios 20 mL da urina do atleta (e outros 20 mL para a
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contraprova). A matriz urina é utilizada, pois a concentragdo da maioria dos
metabdlitos de agentes dopantes € muito maior que a concentragdo encontrada no
sangue. Além disto, a coleta de urina ndo é invasiva, é facil e pode ser congelada
para posterior andlise sem a perda de suas propriedades (BIRKELAND &

HEMMERSBACH, 1999; BENTO, 2008).

Ha diversos autores, porém, que acreditam que, apesar de ter um enorme
potencial, o0 método direto ainda nao é totalmente eficiente para a detec¢ao da rEPO
e analogos. Os diversos artigos publicados questionam a eficiéncia do teste devido a
dificuldade de padronizagao interlaboratorial do método, possibilidade de proteases
mascararem resultados (LAMON et al, 2007a), falso-positivos relacionados a
excessiva proteinuria (BEULLENS , DELANGHE, BOLLEN, 2006) e o problema mais
apontado por autores € a interacdo nao especifica de proteinas aleatérias com o
anticorpo monoclonal primario de EPO (KHAN et al, 2005, BEULLENS
DELANGHE, BOLLEN, 2006; FRANKE & HEID, 2006; KHAN & BAKER, 2007;
DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008), problema este que segundo a criadora
do teste € evitado se for feito o passo da segunda transferéncia em meio acido

(LASNE, 2001).

Além disso, € preciso enfatizar que o referido método também exige um
laboratorio equipado, técnicos treinados, sado necessarias aproximadamente 36
horas para que se chegue aos resultados e o custo é bastante elevado, em torno de
424 € por gel (laboratérios europeus) (PELTRE & THORMANN, 2003, WADA,

Report of The Wada Working Group on Anti-Doping Costs, 2006).

A concentragdo da eritropoietina na urina de pessoas saudaveis é

naturalmente baixa, por volta de 11U/L. O teste direto detecta EPO ou recombinantes
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da EPO na urina quando estes estdo em concentracbes maiores que 0,4 1U/L
(LASNE et al., 2002) e sabe-se também que a meia vida da rEPO é bastante curta,
seis horas com administragdo intra venosa (SALMONSON, 1990). Estes fatores
fazem com que a janela de detecgdo da rEPO na urina seja limitada . Em estudo de
Lamon e colaboradores (2007) foi encontrado que sé se detectava NESP em urina
por IEF quando a aplicagdo (unica) havia sido feita entre 0-7 dias, e rEPO, nas
mesmas condi¢cdes de aplicagao poderia ser encontrada somente se a analise fosse

feita em até 4 dias apds a aplicagao (LAMON et al., 2007b).

Passaporte biolégico

Os testes indiretos de primeira geragdo para rEPO e analogos da
eritropoietina sdo avaliados segundo modelos estatisticos que estabeleceram
valores maximos limites de hematécrito (50% para homens e 47% para mulheres) e
17 g/dL sendo o valor maximo de hemoglobina plasmatica (EKBLOM, BERGLUND,
1991; BREYMANN, 2000; BENTO, 2003). Porém estes valores foram encontrados
adicionando-se dois desvios padrdes ao valor encontrado em uma populagdo normal
(ROBINSON et al. 2002; SAUGY & ROBINSON 2006; SAUGY, ROBINSON,
SAUDAN, 2009), e, além disto, estes limites ndo consideram variagdes de idade,
condicionamento fisico, altitude da cidade de residéncia e estados fisiologicos
diferentes, como, por exemplo, gravidez (WHO 2001). Como estes valores tém uma
grande variagao inter individual, logo questionou-se a validade do enquadramento de

atletas nestes limites (SAUGY, ROBINSON, SAUDAN, 2009; ZORZOLI, 2011).

Atletas que vivem em areas de altitudes elevadas, naturalmente possuem
uma maior concentragcdo de hemoglobina para compensar a menor pressao parcial

de oxigénio (JELKMANN, 2004; GARCIA et al., 2007; ROBINSON et al., 2006).
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Estes atletas, se enquadrados nos limites até entdo utilizados seriam afastados
desnecessariamente do esporte. Para eliminar a variabilidade entre individuos
destes parametros sanguineos e garantir que as condigdes especificas de cada
atleta sejam consideradas, diversos estudos propuseram a avaliag&o intra-individual,
Ou seja, a realizagcdo de exames sanguineos periddicos. Todos os resultados obtidos
do atleta seriam compilados em um passaporte biolégico individual e, desta forma,
seus novos resultados seriam avaliados segundo seus proprios parametros

individuais prévios (SOTTAS, ROBINSON, SAUGY, 2010; ZORZOLI, 2011).

Apo6s anos de discusséao a respeito da implementagao do passaporte biolégico
no auxilio do combate ao doping, em janeiro de 2010 a WADA publicou um protocolo
de operagbes que serve de base para todas as organizagdes antidoping. Este
protocolo n&o forca a adesdo ao passaporte bioldgico, porém, as organizagdes que
quiserem monitorar seus atletas através do passaporte bioldgico devem seguir as
recomendagdes da WADA para que o método seja valido (WADA, Athlete Biological

Passport Operating Guidelines, 2010).

Dentre as diversas recomendagdes do protocolo, com o intuito de diminuir as
variacbes pré-analiticas e analiticas dos procedimentos, foi definida a maneira
correta de executar a coleta do sangue, como deve ser a identificagdo da amostra, o
transporte ideal, a analise em si e, principalmente, como devem ser armazenadas as

informacdes obtidas dos resultados de cada analise.

A WADA definiu quais informagdes devem ser coletadas para que o aumento
no transporte de oxigénio seja, por substancias estimuladoras da eritropoiese ou por
doping sanguineo, detectado. Além do hemograma, € avaliada a presenca de mais

nove marcadores hematolégicos que refletem a taxa de eritropoiese. Dentre os
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marcadores destacam-se a contagem de eritrocitos, porcentagem de reticulécitos e
o hematécrito do sangue do atleta. Qualquer grande alteragdo no conjunto desses
fatores pode ser um indicio de doping (WADA - Athlete Biological Passport

Operating Guidelines, 2010).

O passaporte bioldgico nao substituira os métodos diretos de deteccédo de
estimulantes da eritropoiese na urina, sendo apenas um passo prévio para identificar
amostras de sangue suspeitas. Os principios do passaporte biolégico, assim como
os demais testes indiretos, ndo se baseiam em encontrar a substancia nos fluidos
corporeos, mas sim em detectar os efeitos fisioldgicos desta substancia no corpo
humano. A confirmacédo destas urinas suspeitas continua a ser feita por métodos
diretos (SAUGY, ROBINSON, SAUDAN, 2009; WADA, Athlete Biological Passport

Operating Guidelines, 2010; ZORZOLI, 2011).

Métodos alternativos

Dodecil sulfato de sédio (SDS- PAGE)

Frente as inumeras incertezas do método direto de IEF, em 2007 Kohler e
colaboradores desenvolveram outro teste direto para deteccéo de rEPO e analogos
utilizando gel de dodecil sulfato de sodio, SDS-PAGE, um detergente aniénico que
interage com proteinas conferindo-as cargas negativas (KOHLER, et al.,, 2007;
BAGUE, 2011; REICHEL, 2011).

A distingdo das eritropoietinas endogenas recombinantes e analogas no gel
de SDS ocorre devido aos diferentes pesos moleculares que essas apresentam
(SKIBELI, NISSEN-LIE, TORJESEN, 2001; REICHEL, 2011). Em ordem crescente

estas moléculas podem ser assim organizadas segundo pesos moleculares: EPO
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endogena (34KDa), rEPO a e B (36-38 KDa), NESP (38,5-40 KDa) e por ultimo,
apresentando maior peso molecular devido a sua ligagdo a um polimero de metoxi
polietileno glicol, CERA (69-78 KDa) (REICHEL & GMEINER, 2010; REICHEL,

2011).

Diferentemente da IEF que separa moléculas segundo seus pontos
isoelétricos, no gel de SDS a massa molecular ira determinar a posi¢cao de migragao
de cada uma das proteinas aplicadas. Proteinas com menores pesos moleculares
irdo migrar mais rapidamente pelo gel em direcao ao anodo, enquanto que proteinas

maiores migram menos.

Vinte mililitros da urina a ser testada sao imunopurificados, para se evitar a
sobrecarga de proteinas que ndo a EPO. Ha uma etapa de reducédo de proteinas
com ditiotreitol, forte agente redutor, e apds a eletroforese no gel de SDS a dupla
transferéncia e revelacdo quimioluminescente sao executadas da mesma forma que

no método da IEF (BAGUE, 2011).

Desde 2009 a detecgéo por SDS tem sido utilizada como apoio para confirmar
evidéncias positivas da IEF (BAGUE, 2011). Também é um método muito utilizado
para a deteccao especifica da rEPOA, ja que esta gera uma banda bastante
caracteristica no gel de SDS e a janela de deteccdo é aumentada, quando
comparada a IEF (KOHLER et al., 2007; GMEINER et al.,, 2010). Por todas estas
vantagens, o uso de SDS esta listado como método recomendado de confirmagao
de resultado positivo no documento técnico da WADA, TD2009EPO, que estabelece
parametros de interpretacdo dos resultados obtidos (WADA - TD2009EPO, 2009;

REICHEL, 2011).
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Lauril Sarcosinato de Sédio — SAR-PAGE

A molécula de CERA, devido ao polimero de grande massa conjugado, tem a
ligacdo com o anticorpo primario prejudicada e, além disto, o polimero sofre
interacdo com o gel de SDS atrapalhando os resultados, sendo assim ndo muito
indicada a deteccido de CERA por SDS. Este problema foi solucionado por Reichel e
colaboradores, que em 2009 desenvolveram método parecido ao SDS, porém que
fazia uso de outro detergente anibnico, o lauril sarcosinato de sodio. Este detergente
€ mais especifico e ao invés de interagir com o polimero de CERA, somente interage

com a cadeia protéica do analogo da EPO.

Além de muito util na deteccdo de CERA, o SAR-PAGE é também muito
sensivel para a diferenciacao de todos os demais analogos e recombinantes da EPO

enddgena.

Eletroforese bidimensional - 2DE-PAGE

A separagao de proteinas feita pelo método da eletroforese bidimensional
combina a IEF (separagao por pontos isoelétricos) com o SDS-PAGE (separagao por
diferenca de massas) (DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008). Este gel 2DE,
diferentemente da IEF, ja apresenta um gradiente de pH fixo e isto favorece a

reprodutibilidade do método (REICHEL, 2011).

As urinas sdo tratadas com acetonitrila, que causa a precipitacdo das
proteinas, adiciona-se um padrdo interno e apds a eletroforese em gel bi-
dimensional ha apenas uma unica transferéncia e a revelacdo ocorre por
quimioluminsescéncia como nos demais métodos (KHAN et al., 2005; REICHEL,

2011).
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O 2DE é um método sensivel, especifico e confirmatério de evidéncias
positivas na IEF, porém, € muito caro e necessita de um gel para cada amostra e
nao apresenta boa resolucdo para isoformas de EPO muito acidas. Apesar de
cumprir com muitos dos requisitos da WADA para desenvolver um novo método de
EPO n&o esta citado no documento técnico de EPO da WADA e ndo é
frequentemente utilizado pelos laboratérios acreditados (PELTRE & THORMANN,
2003; RABIN et al., 2006; DELANGHE, BOLLEN, BEULLENS, 2008; WADA -

TD2009EPO, 2009; REICHEL, 2011).

Membrana de imunopurificagao - “Membrane assisted isoform
immunoassay” (MAIIA)

A membrana imunopurificadora MAIIA foi desenvolvida como alternativa a
etapa de purificacdo de amostras por ultrafiltracdo. Partindo de amostras
imunopurificadas, o teste direto por isoeletrofocalizacdo, seguido de dupla
transferéncia, se mostra muito mais sensivel e especifico para a detec¢cdo de EPO,

rEPO e analogos (DEHNES, LAMON, LONNBERG, 2010).

A urina (20 ml) é aplicada a coluna que contém a membrana impregnada de
anticorpos monoclonais para EPO. Devido a elevada especificidade dos anticorpos
as moléculas de EPO enddgena e recombinante, estas, se presentes na urina, ligar-
se-30 aos anticorpos ficando imobilizadas. A urina filtrada sera descartada e entéo
um tampéo de lavagem ira eluir todas as moléculas da membrana. Ao final sdo
obtidos 55 yL de tampao com possiveis moléculas de EPO (DEHNES, LAMON,

LONNBERG, 2010; MAIIA: Recomendagdes de uso, 2011).

Se comparada a purificagdo por ultrafiltracdo, a imunopurificacao favorece

resultados com maior resolugdo das diferentes isoformas, evita a sobrecarga de
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proteinas que descaracterizam as bandas, e diminui o “background noise” (sinal de

fundo) no gel de poliacrilamida (DEHNES, LAMON, LONNBERG, 2010).

A interagcdo nao especifica de proteinas aleatérias com o anticorpo
monoclonal primario de EPO, listada por muitos autores como a maior
inconveniéncia do método direto (KHAN et al., 2005; BEULLENS , DELANGHE,
BOLLEN, 2006; FRANKE & HEID, 2006; KHAN & BAKER, 2007; DELANGHE,
BOLLEN, BEULLENS, 2008), é drasticamente reduzida quando se faz a purificagéo
por imunoafinidade. O anticorpo monoclonal utilizado pela MAIIA é distinto do
anticorpo empregado na IEF, mas ambos sido bastante especificos para EPO
endogena, recombinante e analogos. Com isto, a probabilidade de ocorrerem
ligagcbes cruzadas com proteinas que ndo a EPO ou estimulantes da eritropoiese é

bastante diminuida (DEHNES, LAMON, LONNBERG, 2010).

rEPO, analogos da EPO e o controle da WADA

A proibigéo do uso de rEPO ou analogos da EPO esta descrita na lista anual
de substancias proibidas da WADA, classificada no item S2 - Hormobnios peptidicos,
fatores de crescimento e substancias afins. Abaixo, o exato trecho da referida lista

traduzido pelo Comité Olimpico Brasileiro (COB):

“SUBSTANCIAS PROIBIDAS
S2. HORMONIOS PEPTIDICOS, FATORES DE CRESCIMENTO E
SUBSTANCIAS AFINS.

As seguintes substancias e seus fatores de liberagdo sdo proibidos:

1. Agentes estimuladores da eritropoiese [ex.: eritropoietina (EPQ), darbepoietina
(dEPO), estabilizadores de fatores induziveis por hipdxia (HIF), metoxi polietileno
glicol-epoetina beta(CERA), peginesatide(Hematide)];”

Fonte: http://www.cob.org.br/pesquisa_estudo/pdfs/TB_Lista_Antidoping_06jan.pdf
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Coleta de amostras

Atletas sdo monitorados pelo controle de dopagem em competigdes e
também durante o periodo de treinamento. O atleta pode ser notificado a qualquer
momento que foi selecionado para submeter-se aos testes. A escolha dos atletas
pode ser aleatéria ou direcionada. No caso de atletas que apresentaram repentinas
melhoras de desempenho, parametros biolégicos anormais, lesbes, comportamento
anormal e auséncia néo justificada em competigdes, tém maiores chances de serem
selecionados. Além disto, envolvimento prévio em doping do atleta ou de seu
treinador e rumores de uso de substancias ilicitas também sido pontos a se

considerar na escolha (WADA, International Standard for Testing, 2012).

Os atletas escolhidos sao normalmente notificados pessoalmente e assinam
um termo de notificacdo. A partir deste momento, um representante oficial da
entidade controladora de doping ira acompanhar o atleta até o fim da coleta das
amostras. Se for necessario, o atleta podera receber atencdo médica, cumprir
compromissos com a imprensa, participar de outros eventos esportivos no mesmo

dia ou premiagdes, porém sempre com 0 acompanhamento do representante.

Ao atleta podem ser requisitadas amostras de sangue e/ou urina. Para o
controle de eritropoietina, recombinantes e analogos sao normalmente solicitadas
amostras de urina. Apds apresentar um documento oficial com foto, o atleta deve
coletar, na presencga do representante, no minimo 40 mL de urina, a serem divididos
em dois frascos intitulados “A* e “B”. Os frascos ser&o lacrados e armazenados em
caixa de isopor para o transporte até o laboratério responsavel pela analise. Ao final

da coleta todos os presentes assinam que os procedimentos foram corretamente
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executados (WADA, Athlete Guide, 2009; COB, Informacbes sobre o uso de

medicamentos no esporte, 2011; WADA, International Standard for Testing, 2012).

Punicdes aos atletas flagrados

Os atletas, para participarem de competigdes oficiais, devem estar cientes e
de acordo com as regras impostas pelas organizagbes antidopagem envolvidas e a
recusa ou falta sem justificativa pertinente aos testes pode acarretar em puni¢des ao

atleta (WADA, World Anti-Doping Code, 2009).

Ao chegar ao laboratério, as amostras receberédo cédigos que tornam privada
a identificacdo do atleta. A amostra “A” sera analisada e a “B” sera armazenada de
forma conveniente para se evitar a degradacéo e somente sera aberta caso haja a
necessidade de realizar contra prova para confirmar algum resultado analitico
adverso na amostra “A”. Na analise da amostra “B” é permitida a presencga do atleta
e/ou representante. Caso a amostra “A” e a “B” detectem alguma substéancia proibida
pela lista da WADA, o atleta podera ser punido. Caso a amostra “B” seja negativa
apos um resultado positivo da amostra “A”, o teste sera invalidado, e nenhuma
punicdo sera aplicada. Os resultados serédo reportados a WADA ou a outro 6rgao

responsavel pelo controle da dopagem (WADA, Athlete Guide, 2009).

As puni¢des variam em fungao da gravidade do ocorrido e na quantidade de
vezes que o atleta ja foi flagrado e sdo desde simples avisos formais, até a
suspensdo vitalicia, onde o atleta fica totalmente banido de participar de futuras
competicdes esportivas. Caso o atleta seja flagrado pela primeira vez, a punigado
maxima € um ano de suspensdo. Ja a partir da terceira punicdo, o atleta pode

receber suspensao vitalicia (WADA, World Anti-Doping Code, 2009).
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Caso a coleta tenha sido feita logo apds alguma competigcdo na qual o atleta
tenha vencido ou pontuado e este tenha sido flagrado no uso de substancias
proibidas, além da punicao pertinente, todos os prémios, pontuagdes e medalhas

serdo invalidadas e devolvidas (WADA, Athlete Guide, 2009).

Formas de mascarar o uso de rEPO e analogos da EPO

Apoés a notificagdo que o atleta sera submetido aos exames de doping, o
acompanhamento de um representante oficial da organizagao controladora do
doping é necessario, pois ja foram flagradas diversas tentativas de mascarar o uso
ilicito de substancias, tais como, diluir a urina para diminuir a concentracdo de
substancias e substituir a urina do atleta pela de outra pessoa (THEVIS &

SCHANZER, 2007; BOWERS, 2009).

Uma das maneiras encontradas por atletas para destruir qualquer resquicio
de eritropoietina exdégena é adicionar pequenas quantidades de proteases a
amostra. Proteases digerem proteinas indiscriminadamente e quando adicionadas a
urina irdo destruir ndo somente possiveis moléculas de rEPO e analogos, como

também a EPO enddgena (WEISLO, 2006).

Durante a coleta ha o acompanhamento de um representante do mesmo sexo
do atleta. Ja foram relatados casos de atletas que, para conseguir com sucesso
adicionar proteases na urina, introduziram (antes mesmo de serem selecionados ao
teste) graos de proteases na uretra e também atletas que possuiam pé de proteases
embaixo das unhas e, ao urinar sobre os dedos, as proteinas contidas na urina

seriam destruidas (THEVIS et al., 2007a; BOWERS, 2009).
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Para provar que pequenas quantidades de proteases séo capazes de destruir
as proteinas urinarias, foi feito um experimento no qual amostras de urina com rEPO
foram separadas em dois grupos distintos, um incubado com 20-100 pg de
proteases (papaina, quimotripsina e tripsina) e no segundo grupo nenhuma protease
foi adicionada. Estas urinas foram avaliadas apos a isoeletrofocalizagdo seguida de
dupla transferéncia, método direto empregado na detecgdo de EPO em doping. O
grupo sem proteases apresentou nitidas bandas que confirmaram a presencga de
rEPO. Ja o grupo que teve proteases adicionadas ndo apresentou nenhuma banda
caracteristica da presenga de rEPO, confirmando assim a teoria apresentada

(THEVIS et al., 2007a).

Outra forma de burlar o exame de doping € a substituicdo da urina do atleta
por alguma outra que nao ha substancias proibidas. Em 2003, em uma mesma
competicdo, trés atletas apresentaram urinas que possuiam perfis idénticos de
esterdides, parametro este que individualiza cada urina. Através de estratégias
analiticas que incluiram cromatografia gasosa e espectrometria de massa, estas
urinas foram identificadas como sendo de uma unica pessoa. O DNA da urina foi
comparado ao dos atletas e como ndo havia nenhuma compatibilidade, os trés foram

punidos (THEVIS, et al., 2007b).

O uso de diuréticos também nao € permitido pela WADA. Este tipo de
medicamento aumenta a excregéo renal de agua e eletrélitos. Diuréticos interferem
na reabsorcao de sodio, que tem a sua eliminacdo aumentada, acompanhada de
maior eliminacdo de agua (VENTURA & SEGURA, 1996). Desta maneira, a urina

diluida apresentara menores concentragcdes de possiveis substancias proibidas,
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mascarando o resultado. (TSOUTSOULOVA-DRAGANOVA,1995; TSENG et al,

2004).

Efeitos colaterais do uso de estimulantes de
eritropoiese

Farmacos estimuladores de eritropoiese tém como alvo principal pacientes
anémicos e sob tratamento quimioterapico, que depletam células do sangue. A
grande maioria dos estudos ja realizados sobre dose, administragdo, toxicidade e
efeitos colaterais destes farmacos abrangem esta populagdo especifica. Poucos

foram os testes realizados em pessoas saudaveis e atletas (WILBER, 2002).

Alguns destes estudos envolvendo atletas sugerem que o uso de rEPO gera
um aumento na massa de células sanguineas que é acompanhado por uma
significante melhora na performance em esforgos aerdbios (EKBLOM &

BERGLUND, 1991; BALSOM, EKBLOM, SJODIN, 1994; WILBER, 2002).

Juntamente com os beneficios de uso da rEPO sdo encontrados diversos

efeitos secundarios e adversos de seu uso (ZHU et al., 2006).

Dentre os efeitos colaterais, destacam-se complicagdes trombdéticas, devido
ao incremento na massa de células sanguineas, gerando uma maior viscosidade
sanguinea. Agravando este quadro, relembra-se que a desidratagdo ocasionada por
intenso esforgo durante a pratica esportiva € frequente e aumenta ainda mais a

concentracéo de células por mm® de sangue (NOAKES, 2004; BOHLIUS, 2006)

Em estudo envolvendo 6769 pacientes, divididos em grupo controle e grupo

sob tratamento de eritropoietina/ darbepoetina, foi encontrado um aumento de 67 %
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no risco relativo de ocorrer algum evento tromboembolitico durante certo periodo

(BOHLIUS, 2006).

Além de aumentarem em quantidade, os novos eritrécitos estimulados pelo
uso da rEPO, podem possuir caracteristicas morfologicas peculiares, como a
macrocitose, tamanho exagerado do eritrécito e a hipocromia, menor conteudo de
hemoglobinas, responsaveis pela pigmentagdo da célula. Em individuos normais,
células com estas caracteristicas nunca ultrapassam a faixa de 0,6% do total
(CASONI et al., 1993; RASSIER, NATALI, DE ROSE, 1996). Sendo assim, ficou
estabelecido o valor limite de 0,6%. Segundo Casoni e colaboradores, individuos
que ultrapassem estes valores certamente estdo sob uso de rEPO ou analogos

(CASONI et al., 1993).

Outros efeitos secundarios estdo relacionados ao uso de recombinantes e
analogos da EPO e incluem hipertensdo, angiogénese aumentada, alteragdes
metabdlicas, olhos avermelhados, convulsbes, deplecdo de ferro, entre outros
(FISHER, 2003; VARLET-MARIE et al., 2003; GARCIA et al., 2007; REICHEL &

GMEINER, 2010).

O uso prolongado de medicamentos estimulantes de eritropoiese, ainda pode
causar aplasia eritréide pura mediada por anticorpos anti-eritropoietina, resultando
em anemia severa. Com a grande oferta de EPO exdgena e enddgena, anticorpos
passam a reconhecé-las e inativa-las, fazendo com que este horménio ativo seja
menos frequente e a eritropoiese seja menos estimulada (CASADEVALL, 2002;

CAZZOLA, 2002; ELLIOTT, 2008).

Por ser de uso ilegal no esporte, a rEPO e analogos da eritropoietina séo, na

maioria das vezes, utilizadas sem nenhuma supervisdo médica, e tampouco é feito o
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monitoramento da porcentagem de eritrocitos no volume total de sangue, o
hematdcrito sanguineo. Todos o0s possiveis efeitos colaterais acima descritos,
associados ao uso irracional destes medicamentos, colocam em risco a saude do

atleta.

Estatisticas de uso e casos de atletas flagrados

Ha rumores que o uso de rEPO no esporte comegcou antes mesmo que
medicamentos contendo  eritropoietina  recombinante  estivessem  sendo
comercializados pelas industrias farmacéuticas (1989). No final da década de 80,
vinte mortes de ciclistas de elite da Holanda e Bélgica foram também relacionadas

ao uso de rEPO, apesar do uso nao ter sido provado (ADAMSON & VAPNE, 1991).

Em 1990 a eritropoietina recombinante foi incluida na lista de substancias
proibidas do Comité Olimpico Internacional, mas acredita-se que o uso abusivo e
descontrolado pelos atletas nao foi contido. Em 1996 no evento ciclistico “Tour de
France” houve o uso de rEPO, porém este sé foi admitido anos depois por diversos
ciclistas como os alemaes Erik Zabel e Rolf Aldag e o dinamarqués vencedor da

prova Bjarne Riis (ELLIOTT, 2008).

No ano de 1998 outro escandalo envolveu o “Tour de France que foi
ironicamente apelidada por jornais franceses de “Tour de Farce”, ap6s terem sido
encontradas diversas ampolas de rEPO e outras drogas em automéveis de equipes
e no alojamento dos atletas. Durante os 21 dias de competicdo foram diversas as
apreensbes de medicamentos e interrogatérios aos atletas. Muitos deles foram

afastados da competicao (JARVIS, 1999; CATLIN, HATTON, LASNE, 2003).


http://www.springerlink.com/content/?Author=Don+Catlin
http://www.springerlink.com/content/?Author=Caroline+Hatton
http://www.springerlink.com/content/?Author=Fran%c3%a7oise+Lasne

44

Nas Olimpiadas de Inverno de 2002, em Salt Lake City — EUA, trés
esquiadores (Johan Muhlegg — Espanha; Olga Danilova e Larissa Lazutina — Russia)
foram desclassificados das competigbes por ter sido encontrado o analogo
glicosilado da EPO, darbepoetina alfa (NESP), no teste direto das amostras urinarias

destes atletas (ELLIOTT, 2008).

Em 2005 ficou muito conhecida a “Operaciéon Puerto”, realizada pela policia
civil de Madrid, a mando do Governo Espanhol, com o intuito de combater o doping
esportivo. A policia investigou e interrogou 107 ciclistas profissionais ligados a uma
mesma equipe, Liberty-Seguros, e também o diretor e médicos responsaveis pelos
atletas. Apos ter sido encontrada uma enorme quantidade de suprimentos médicos,
esteroides anabolizantes e mais de duzentas bolsas de sangue e plasma sanguineo
contendo elevadas doses de rEPO houveram diversas prisdes, inclusive dos

médicos da equipe (MCKENZIE, 2007; ELLIOTT, 2008).

O caso mais recente relacionado ao uso de EPO no cenario esportivo envolve
o ciclista americano Lance Armstrong, heptacampeao da volta ciclistica da Franga
dos anos de 1999 a 2005. Desde 2005 o atleta era acusado de uso de doping pelo
uso de eritropoietina. Os atletas rivais e a agéncia Anti doping Americana — USADA
mantiveram as acusagdes apesar de nenhuma amostra ter apontado o uso da

substancia (BBC Sport, 2012 a).

Lance Armstrong se defendeu por anos de todas as acusagdes. Em agosto de
2012 a USADA o acusou formalmente por uso de eritropoietina. A acusacgao foi
baseada em depoimentos de atletas que competiram junto com o acusado e
também em amostras sanguineas de 2009 e 2010, que segundo a USADA séo

compativeis com doping sanguineo. Lance Armstrong nao se defendeu, perdera os
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sete titulos conquistados e sera banido de qualquer evento esportivo oficial (BBC

Sport, 2012 b; BBC Sport, 2012 c).

A Agéncia Mundial Anti Doping, WADA, desde 2003 divulga anualmente
estatisticas referentes a todos os testes realizados em seus 33 laboratorios
credenciados ao redor do mundo. O documento é bastante extenso, detalhado e
apresenta desde dados gerais de doping até os mais especificos, como substancias
proibidas mais encontradas, laboratorios que mais detectaram e esportes com maior
frequéncia de casos de doping (WADA, Adverse analytical findings and atypical

findings reported by acredited laboratories, 2003).

A classe S2, de horménios e substancias relacionadas, enquadra a rEPO e
analogos da eritropoietina e representa menos de 4% de todos os resultados
positivos dos testes de doping. Juntamente com a rEPO e a darbepoetina alfa
(NESP) incluem-se também na lista S2 outros hormdénios, hormdnio gonadotrofina
coribnica (hCG), horménio luteinizante (LH) e o horménio do crescimento (hGH).
Dentro da classe S2 a rEPO é normalmente responsavel por quase 50 % dos casos

positivos, seguida por casos positivos de hCG.

O primeiro caso encontrado de doping, com o ativador constante do receptor
de eritropoietina, foi relatado em 2008, ano seguinte ao seu langamento. A partir de
2008, este passou a ser listado também na classe S2 apresentando alguns casos
(WADA, Adverse analytical findings and atypical findings reported by acredited

laboratories, 2008).

A anadlise da tabela abaixo permite afirmar que ha certa proporcéo entre o

total de analises realizadas e o total de resultados positivos encontrados, deixando
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clara a importancia do incentivo e da realizagdo de testes antidoping para a

segurancga dos atletas.

2005 2006 2007 2008 2009 2010
Total de Analises 183.337  198.143 223.898 274.615 277.928 258.267
Positivos Totais 3.909 3.887 4.402 5.061 5.610 4817
% Positivos Totais 2,13 1,96 1,97 1,84 2,02 1,87
Positivos - S2 162 42 41 106 100 86
% Positivos - S2 3,8 1 0,8 1.9 2 1,6
Positivos rEPO 15 17 22 51 56 36
Positivos NESP 1 1 2 2 4 8
Positivos CERA - - - 5 8 1

Tabela 1: Relagdo estatistica de todas as analises realizadas nos laboratérios acreditados
pela WADA em cada ano de 2005 até 2010. Total de andlises: Quantidade total de analises
realizada no referido ano por todos os laboratérios acreditados pela WADA; Positivos totais: Todas
as analises em que foram consideradas positivas entre o total de analises. Este valor abrange casos
de doping por todas as classes de substancias proibidas; % Positivos totais: Relagcdo do total de
anélises realizadas pelos resultados positivos totais encontrados; Positivos — S2: Numero de casos
considerados positivos por encontrar concentragdo acima da esperada de hormdnios e substancias
relacionadas da classe S2; % Positivos — S2: Porcentagem de resultados positivos da classe S2
dentro dos resultados positivos totais; Positivos rEPO: Numero de casos positivos que flagraram
rEPO; Positivos NESP: Numero de casos positivos que flagraram NESP; Positivos CERA: Numero

de casos positivos que flagraram CERA.

Fonte: WADA, Adverse analytical findings and atypical findings reported by acredited
laboratories disponivel em; http://www.wada-ama.org/en/Science-Medicine/Anti-Doping-

Laboratories/Laboratory-Statistics/.


http://www.wada-ama.org/en/Science-Medicine/Anti-Doping-Laboratories/Laboratory-Statistics/
http://www.wada-ama.org/en/Science-Medicine/Anti-Doping-Laboratories/Laboratory-Statistics/
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Terapia génica como contribuicao ao doping genético

Desde a década de 90 sdo estudadas maneiras revolucionarias de utilizar
genes no auxilio do tratamento de determinadas doengas. Pacientes com
hemoglobinopatias que necessitam constantemente de medicamentos contendo
estimuladores recombinantes da eritropoiese seriam muito beneficiados por uma
terapia génica que induzisse a liberagdo controlada de eritropoietina (LIPPI et al.,

2006).

A terapia génica é definida pela inser¢cdo de genes terapéuticos que serao
expressos em células alvo, que por algum motivo (hereditarios ou patoldgicos) nao
estavam desempenhando a funcdo esperada. Com a expressdo destes genes
terapéuticos, os produtos génicos destas células sdo corrigidos e passarao a exercer

suas fungdes fisioldgicas esperadas (ARTIOLI, HIRATA, JUNIOR, 2007).

A insergcdo de genes em pacientes segue duas estratégias. Através da
transferéncia in vivo, onde sequéncias de acidos nucléicos sao injetadas diretamente
em tecidos musculares ou medula éssea. Ja na transferéncia ex vivo, os genes sao
primeiramente transferidos a vetores e depois estes sdo implantados no paciente
(GAUDARD et al. 2003; DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2005, REICHEL, 2011).
Atualmente os vetores mais estudados e utilizados em pesquisas sao os virais:

retrovirus e adenovirus (ARTIOLI, HIRATA, JUNIOR, 2007).

Apesar de promissora, ainda ndo ha terapia que envolva o gene da EPO que
tenha sido aprovada para uso humano. O farmaco repoxygen® da Oxford Bio
Medica, contém o gene codificador da EPO, porém ainda ndo passou por testes

clinicos (GAUDARD et al. 2003; REICHEL, 2011).
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O experimento que utilizou terapia génica de EPO em macacos culminou em
um crescimento bastante elevado de eritrécitos (a porcentagem de eritrécitos que
originalmente era de 40%, apos 10 semanas da terapia chegou a niveis perigosos
de 75%). Estes macacos apos a terapia, para se manterem vivos, necessitaram de
hemodiluigdes periddicas para compensar a alta concentragao de eritrécitos (Zhou et

al, 1998).

Nao ha duvidas que a terapia génica de EPO, quando aprovada, sera uma
otima alternativa ao doping tradicional. Acredita-se que o0 uso de genes para a
dopagem esportiva, doping genético, até o momento nao foi feito. O método ja esta
presente na lista anual de substancias e métodos proibidos da WADA, na segao de
métodos proibidos, no terceiro item - M3 (REICHEL, 2011), como apresentado

abaixo em traducao do COB:

“METODOS PROIBIDOS

M3. DOPING GENETICO

Os sequintes, com o potencial de melhorar o desempenho atlético, sdo proibidos:

1. A transferéncia de acidos nucléicos ou sequéncias de acidos nucléicos;

2. O uso de células normais ou geneticamente modificadas;

3. O uso de agentes que, direta ou indiretamente, afetam fungdes que sabidamente
podem influenciar o desempenho, alterando a expressdo génica...”

Fonte: http://www.cob.org.br/pesquisa_estudo/pdfs/TB_Lista_Antidoping_06jan.pdf

Certamente os efeitos duradouros da insergdo genética, a menor frequéncia
de administragdo farmacoldgica e, principalmente, a dificuldade de detecgao irdao

atrair muitos atletas ao doping genético.

Os genes inseridos estimulariam a produgdo de EPO enddgena. O horménio
enddgeno nao seria detectado pelos métodos atualmente utilizados, que se baseiam
em diferengas nos perfis isoelétricos das eritropoietinas de diferentes origens.
Apesar de se acreditar na dificuldade de deteccao, Lasne et al. mostrou diferencas

evidentes em perfis de eritropoietinas de macacos antes e depois do tratamento com
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genes da EPO. O trabalho conclui ainda que devido a grande semelhanga da EPO
urinaria de macacos e a humana, a detecgdo de doping genético para EPO sera
possivel enquanto o tecido alvo continuar a ser o musculo esquelético (LASNE et al.,

2004).

Apesar dos aparentes beneficios, a terapia génica para EPO ainda nao pdde
ser controlada. A regulacdo génica € o ponto fraco do tratamento, e a super
expressdo do gene e consequente excesso de EPO, podem ocasionar todos os
efeitos colaterais ja mencionados devido a alta concentragdo de eritrocitos, como
casos de trombose e aplasia eritroide pura (GAUDARD et al. 2003; LIPPI et al.,2006;

ARTIOLI, HIRATA, JUNIOR, 2007).

A futura deteccao de doping por EPO

A incansavel corrida das industrias farmacéuticas por farmacos que auxiliam
no tratamento terapéutico de pacientes de todo o mundo € bastante valorizada
também no ambito esportivo. A agregacdo de tecnologia aos farmacos mais
recentes permite tratamentos cada vez mais simples e mais eficientes. A
comunidade das organizagdes anti doping deve, cada vez mais, investir em seus
laboratorios para que estes possam antever novos farmacos utilizados no doping e

consigam desenvolver novos métodos de detecgao.

O atual método de detecgao de eritropoietinas exdgenas, isoeletrofocalizagao
seguida de dupla transferéncia, apesar de se mostrar eficiente, € ainda muito caro e
demorado, o que restringe a quantidade de analises realizadas. A WADA, ciente da
dificuldade do referido método, estimula e apdia estudos de métodos alternativos de

deteccao.
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A maior expectativa é o aprimoramento do método que utiliza espectrometria
de massa para analisar as diferentes isoformas da EPO. O método auxiliou na
caracterizagao estrutural de eritropoietinas exogenas, porém ainda ndo € capaz de
diferencia-las de uma EPO enddgena. Isto, pois as sequéncias de aminoacidos sao
idénticas (REICHEL, 2011). A Darbepoetina Alfa, NESP, por apresentar em sua
estrutura a substituicdo de cinco aminoacidos originais da cadeia de EPO, pode ser
diferenciada por espectrometria de massa (EGRIE & BROWNE, 2001; REICHEL,

2011).

Outros métodos também sao promissores, e entre eles destacam-se a
eletroforese em zona capilar com ionizagdo por “spray” de elétrons, seguida de
espectrometria de massa e a eletroforese em zona capilar e detecgcdo por
ultravioleta (YU et al., 2005). Luykx e colaboradores também tentam consolidar
método baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a posterior
deteccao por fluorescéncia (LUYKX et al.,, 2005). Todos estes novos métodos de
deteccdo estdo sendo aprimorados para que um dia sejam uma alternativa a

eletroforese seguida de dupla transferéncia.

Conclusao

O preparo de atletas profissionais exige muita dedicacido, persisténcia e
treinamentos exaustivos. Antes mesmo de existir o termo doping, alguns
competidores ja se beneficiavam com o uso de certas substancias que aumentavam

artificialmente o desempenho esportivo.

O hormoénio renal eritropoietina aumenta os niveis de eritrocitos e

consequentemente a oxigenagcdo sanguinea. Através de transfusdes ou com o
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recente uso de recombinantes e analogos da eritropoietina, estes mesmos efeitos
sao obtidos, e o espirito esportivo € deixado de lado. Em 1990, mesmo sem técnicas
de detecgao, o abuso desta substancia ja era classificado como incompativel com o

esporte.

No século XXI com a criaggo da WADA e com o objetivo de impedir
competicdes desleais e preservar a saude dos atletas, muitas técnicas de detecgao
de substéncias foram desenvolvidas em diversos laboratérios espalhados pelo
mundo. Especificamente para a eritropoietina, recombinantes e analogos o método
de deteccao foi desenvolvido na Franga por Lasne e colaboradores em 2000,
baseado no método da focalizagdo isoelétrica seguida de dupla transferéncia e

revelagdo quimioluminescente (LASNE & DE CEAURRIZ, 2000).

Este método é ainda o mais utilizado por todos os laboratérios, mesmo com a
publicacdo de varios artigos que sugerem a ineficiéncia de determinados pontos da
técnica. Técnicas alternativas estao sendo desenvolvidas, mas ainda nenhuma delas

teve consisténcia suficiente para substituir o atual método.

Nestas olimpiadas de Londres 2012 trés atletas foram flagrados e afastados
do cenario esportivo devido a detecgao de eritropoietinas exdgenas. O Brasil como
palco dos proximos grandes eventos esportivos mundiais, Copa Mundial de futebol
em 2014 e Jogos Olimpicos em 2016, deve estar preparado para garantir que todos
os atletas terdo o direito de participar de competi¢des justas, e que qualquer atleta
que tenha feito o uso de substancias ou métodos ilicitos para a melhora do

desempenho seja punido.
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