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Resumo

As especificacdes para a analise de eritropoietina (EPO) e Agonistas do Recetor da
Eritropoietina (ERAsS) nos laboratérios de antidopagem encontram-se descritas
atualmente apenas para urina e soro/plasma. A utilizagdo de dried blood spots (DBS)
para andlise de substancias dopantes tem sido uma realidade cada vez mais comum
estando esta metodologia a conquistar um lugar de relevo na luta contra a dopagem.
Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo compreender se o sangue capilar
em DBS é um complemento viavel para a dete¢éo de EPO e ERAs no ambito do controlo
de dopagem. O estudo envolveu 30 voluntéarios, aos quais foram colhidos dois spots de
60 uL de sangue capilar no dedo, amostras de sangue venoso (tubo EDTA) e ainda, a
quatro voluntarios, amostras de urina e sangue (tubos EDTA e seco). Todas as
amostras, de DBS, foram imunopurificadas (Kit de Purificacdo em Gel - MAIIA) e
implementados os métodos eletroforéticos sodium N-lauroysarcosinate polyacrilamide
gel eletrophoresis (SAR-PAGE) e Western Blot. De modo a identificar qual a quantidade
minima do analito que pode ser detetada pelo método recorrendo a amostras DBS
determinaram-se valores de limites de detecéo (LODs) para as principais ERAs: BRP,
NESP, EPO-Fc e CERA que se concluiram mais elevados do que os definidos para soro
e urina. O estudo de estabilidade realizado com amostras de DBS, soro e urina
conservadas a diferentes temperaturas (ambiente, 4°C e -20 °C), apresentaram
resultados promissores para os DBS, ao serem a Unica matriz que permite a
conservacéao de todas as ERAs ao fim de trés meses a qualquer temperatura analisada.
Estes resultados apoiam a utilidade dos DBS como matriz biol6gica complementar para
a detecao de EPO e ERAs no controlo de dopagem.

Palavras-Chave: Dried Blood Spots (DBS), Agonistas do recetor da eritropoietina (ERAS) e
eritropoietina (EPO).



Abstract

Currently specifications for the analysis of Erythropoietin (EPO) and Erythropoietin
Receptor Agonists (ERAS) in anti-doping laboratories are only described for urine and
serum/plasma. The use of dried blood spots (DBS) for the analysis of doping substances
has been increasing and this methodology gaining a prominent place in the fight against
doping. For that reason, the present study aims to understand whether capillary blood in
DBS is a viable complement for the detection of EPO and ERASs in relation to doping
control. The study involved 30 volunteers, of whom two 60 pL spots of capillary blood on
the finger and venous blood samples (EDTA tube) were collected. Urine and blood
samples (EDTA and dry tubes) were also collected from 4 of the 30 volunteers. All DBS
samples were immunopurified (Gel Purification Kit - MAIIA) and the electrophoretic
methods of sodium N-lauroysarcosinate polyacrylamide gel electrophoresis (SAR-
PAGE) and Western Blot were implemented. To determine the lowest concentration of
the analyte that can be detected in DBS samples, limits of detection values (LODs) were
quantified for the main ERAs: BRP, NESP, EPO-Fc and CERA, resulting in limits of
higher value than those defined for serum and urine. The stability study carried out with
samples of DBS, serum and urine, stored at different temperatures (ambient, 4°C and -
20°C), showed promising results for DBS, as they are the only matrix that allows the
conservation of all ERAs after three months at all the studied temperatures. These
results support the utility of DBS as a complementary biological matrix for the detection

of EPO and ERAs in doping control.

Key Words: Dried Blood Spots (DBS), EPO-Receptor Agonists (ERAS) and erythropoietin (EPO)
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Figura 4.19- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de
soro conservadas durante 3 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4
°C e -20 °C. S1-S4: Amostras de soro. Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para
as bandas de CERA e EPO-Fc da temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C, para as bandas
de BRP datemperatura 4°C e -20 °C. NIBSC (1,5 mUI). ERA-MIX 3: Mistura de materiais

de referéncia Dynepo, NESP, EPO-FC € CERA...........ciiiii i 75
Figura 7.1- Estabilidade do NESP, ap6s periodo de armazenamento a longo prazo (3-
5% meses). Adaptado de (44)......coooi i 87
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1. Introducao

1.1. World Anti-Doping Agency (WADA)

Ha muitos anos que o mundo do desporto é caracterizado pela necessidade de vencer
e, com isto, muitos praticantes desportivos e equipas séo incentivados a encontrar
formas de aumentar a sua performance desportiva. Apés a morte de um ciclista
dinamarqués, nos Jogos Olimpicos de Roma de 1960, devido a um colapso provocado
pela ingestdo de anfetaminas, houve a necessidade de, em 1961, o International
Olympic Committee (I0OC) e a International Association of Athletics Federations (IAAF)
associarem-se para construir um mundo desportivo melhor, comecando assim a luta
contra o doping no desporto (1). Um conjunto de medidas foram tomadas durante as
décadas de 70 e 80 que constituem os pilares do atual programa mundial antidopagem.
Exemplo das agbes implementadas foram: campanhas de informagéo e educacéao,
introdugcédo de procedimentos padronizados, para controlos de doping, a criagdo e
atualizacdo de uma lista de substancias e métodos proibidos, a acreditacdo de
laboratorios de controlo de doping, a introdugéo de testes dentro e fora de competigéo,
regras para autorizacao de utilizacéo terapéutica (AUT) e ainda a introdug&o do controlo
do doping sanguineo. Com o objetivo de proteger os praticantes desportivos, promover
os valores de um desporto “limpo” e preservar o espirito do desporto a nivel internacional
a World Anti-Doping Agency (WADA), uma agéncia internacional independente, foi
criada em conjunto pelo movimento olimpico e as autoridades publicas em 1999.

O programa mundial antidopagem engloba todos os elementos necessarios para
assegurar harmonizacdo e melhores praticas em programas anti-doping nacionais e
internacionais. De modo a harmonizar as politicas, regras e regulamentos entre
organismos desportivos e autoridades publicas em todo o mundo a WADA tem como
documento principal o Cédigo Mundial Antidopagem, também designado por The Code.
Outros documentos como os International Standards, Documentos Técnicos (TDs),
modelos de boas praticas e Guidelines fazem parte da estrutura documental da WADA
gue asseguram tal harmonizacéo.

No The Code a dopagem é definida como a ocorréncia de uma ou mais viola¢des das
regras antidoping estabelecida em diversos artigos, que consistem desde a descoberta
de uma substancia proibida ou dos seus metabolitos ou marcadores numa amostra de
um praticante desportivo; a utilizacdo ou tentativa de utilizagdo de uma substancia ou

método proibido por parte do praticante desportivo; evasdo e/ou recusa da colheita de
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amostra; combinacado de trés controlos falhados e/ou falhas na apresentacdo dentro de
um periodo de doze meses; adulteracdo ou tentativa de adulteracdo no controlo de
doping por parte do praticante desportivo ou por terceiros; posse de uma substéncia ou
método proibido por um praticante desportivo ou pessoa de apoio ao praticante
desportivo, excetuando casos nos quais a posse é consistente com a Autorizacdo de
Utilizacdo Terapéutica (AUT), entre outras violacdes (2).

Uma das oito normas internacionais descritas no The Code é a Prohibited List, um
documento revisto anualmente pelo List Expert Group e o Health, Medical and Research
Committee da WADA e onde sao identificadas e agrupadas as substancia e métodos
proibidos dentro e fora de competicéo, e para alguns desportos em particular (Apéndice
1 - Tabela 8.1). De forma a serem categorizados como uma substéncia ou método
proibido devem cumprir dois de trés critérios: possuir potencial para melhorar a
performance desportiva, representar um risco potencial para a saude do praticante
desportivo e/ou violar o espirito do desporto, descrito no The Code.(3) O International
Standard for Laboratories (ISL), € uma das normas que tem como principal objetivo
assegurar a analise laboratorial de amostras de praticantes desportivos de forma a
alcancar resultados validos e relatérios uniformes por parte de todos os Laboratorios
acreditados pela WADA(4).

Nos ultimos 50 anos a ciéncia nesta area tornou-se um campo multidisciplinar que
evoluiu tentando antecipar novas estratégias de dopagem tendo existindo diversas
técnicas e medidas que foram forcadas a evoluir rapidamente para dar resposta ao
doping praticado. Exemplos deste facto sdo a pesquisa e detecdo de esterbides
exogenos nos finais dos ano 70, a analise de is6topos estaveis na detecao de esterdides
endbgenos em meados da década de 90 e por volta do inicio do século XXI as técnicas
eletroforéticas para pesquisa de eritropoietina recombinante (rEPO) (5). Na Prohibited
List, esta hormona esta inserida na classe dos S2 Hormonas peptidicas, fatores de
crescimento, substancias relacionadas e miméticos, mais propriamente na seccgao 1)

Eritropoietinas e agentes que afetam a eritropoiese.

1.2. A origem da eritropoietina

Em 1985 diversos ciclistas norte-americanos admitiram realizar doping sanguineo
durante os Jogos Olimpicos de 1984. A hemoglobina é um dos principais modeladores
da energia aerébia e como tal influencia a performance de desportos de endurance, tais
como o ciclismo, atletismo, cross-country, entre outros. A Eritropoietina humana (EPO)

€ uma hormona glicoproteica produzida principalmente pelo figado no feto, e por células
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renais no adulto e tem como principal objetivo a regulacdo da eritropoiese na medula
O0ssea. Em 1987 é isolada para uso terapéutico, de forma a dar resposta a anemia
presente em pacientes com Insuficiéncia Renal Crénica (IRC). Com recurso a tecnologia
molecular, através da replicacdo de ADN humano em laboratério, € criada uma
Eritropoietina recombinante (rEPO) com wuma forma idéntica a produzida
endogenamente (UEPO ou bEPO). Para além do tratamento de pessoas com IRC, esta
proteina foi mais tarde integrada na terapéutica de patologias como o mieloma multiplo
e sindromes mielodisplasicos, e em alguns pacientes oncoldgicos que desenvolvem
anemia devido a realizagdo de quimioterapia (6). Face a comprovada melhoria dos
doentes com o recurso ao tratamento com rEPO, rapidamente o mundo do desporto
compreendeu as vantagens na toma desta substancia, levando a que fosse proibida
pelo I0C. Em 1998, no Tour de Franca foram apreendidas diversas caixas desta
substancia e abertos varios inquéritos levando a que esta volta ficasse apelidada como
o Tour de Farce.

Wide et al. (7) desenvolvem em 1995 um método direto de detecdo de mobilidade
eletroforética no sangue e na urina, que mostrou apresentar diversas desvantagens,
como a curta janela de detec¢do, dispendiosidade e complexidade. Lasne e De Ceaurriz
(8), em 2000, apresentam o método de Focagem Isoelétrica (IEF), que permite a
separacao de proteinas com massas moleculares iguais ou muito proximas, de acordo
com seu comportamento como acidos e bases fracas, através dos seus distintos pontos
isoelétricos. Este avango permitiu distinguir a UEPO/bEPO da recombinante (rEPO) em
amostras de urina.

Em 2001, no laboratério de Lausanne, na Suica, é detetado o 1° caso positivo (Adverse
Analytical Finding- AAF) de eritropoietina, pertencente ao ciclista Bo Hamburger, que
acabou por ser perdido, a favor do praticante desportivo, no Tribunal Arbitral do
Desporto por existirem muitas incoeréncias nos critérios de positividade da amostra.
Mais tarde, Bo Hamburger, admite a toma desta substéncia. Em 2004, é emitido pela
WADA o primeiro Documento Técnico para a Eritropoietina ,TD2004EPO, que visa
harmonizar, entre os diversos laboratérios acreditados por esta agéncia, a metodologia

de detecdo da Eritropoietina (9).
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1.3. Crescimento, proliferacao e diferenciacdo na

eritropoiese

Para além da eritropoiese, a EPO causa respostas em multiplos tecidos associados a
expressao do recetor de eritropoietina (EpoR) em células né&o eritroides, tais como
células neurais, células endoteliais e mioblastos do musculo esquelético (Figura 1.1)
(10). O seu gene localiza-se no cromossoma 7¢g22.1. A EPO é constituida por 193
aminoacidos com um terminal NH2 de 27 aminoacidos e 3 locais de glicosilacdo ligados
a N-terminal(11). A clivagem, pés-traducdo, da origem a um polipeptideo de 165
aminoacidos. A EPO recombinante (rEPO) originada em células de ovario de hamster,
produzem uma glicoproteina com peso molecular de 34 kDa e que é biologicamente
ativa, com 165 aminodcidos. Esta substancia recebeu aprovacéo da U.S. Food and Drug
Administration, em 1989.
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Figura 1.1- Efeitos pleiotrépicos da eritropoietina. Adaptado de (10)

O EpoR é expresso nas células progenitoras eritroides no estagio de formacdo da
unidade eritroide (CFU-E), respondendo a alterag6es dos niveis de EPO. E, numa fase
anterior, é essencial para a diferenciacdo das BFU-E (Unidade formadora de burst
eritroide) em CFU-E (Unidade formadora de coldnias eritroide) (Figura 1.2). Os niveis
sanguineos de EPO variam com diversos fatores, tais como: stress isquémico, perda de
volume sanguineo, alteragdo das concentracdes de oxigénio atmosférico (altitude),
toma de formas sintéticas de eritropoietina, entre outros. A EPO e o0 seu recetor sdo
essenciais para a proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia dos progenitores
eritroides. O gene do EpoR encontra-se localizado no brago curto do cromossoma 19
(19p13.2), mede 7 kb e contém oito exBes. O EpoR contém, aproximadamente, 230
aminoacidos no dominio extracelular, um segmento transmembranar, e cerca de 230

aminoacidos no dominio citoplasmatico, que ndo contém atividade enzimatica (12). E
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membro da superfamilia de recetores de citocinas tipo I, que é determinada por
pequenas regides de homologia no dominio extracelular, incluindo quatro cisteinas que
formam duas ligacdes dissulfeto e 0 motivo WSXWS perto do segmento que atravessa
a membrana.

A via de sinalizacédo é ativada com a ligacéo do ligando EPO ao dominio extracelular do
EpoR, gue consequentemente sofre dimerizacdo. Através da mudanca conformacional
do recetor, ocorre a transfosfosforilacdo e ativacdo da Janus quinase 2 (JAK 2), que
fosforila véarios residuos de tirosina do dominio citoplasmético de EpoR. Estes residuos
servem como locais de ancoragem para uma variedade de mediadores de sinalizacdo
intracelular que contém dominios de Src (SH2), incluindo STAT5, Ras/MAP, PI3K e
NFkB (13). As moléculas de sinalizacdo ativadas geram entao sinais que promovem a
eritropoiese. A eritropoiese € a principal via pela qual uma célula estaminal
hematopoiética da origem a glébulos vermelhos na fase final.

SCF, IL-1, IL-3, IGF-1, Tpo

IL6, IL11 SCF GM-CSF, IL-3 Interagéo C-kitEPO-R EPO
@) =— )'—“‘ @ (@)= (9= ()= §
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Figura 1.2- Producédo de EPO- Mecanismo feedback em loop. Adaptado de (12)

1.4. Agonistas do Recetor da Eritropoietina (ERAS)

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), a denomina¢do comum internacional
(DCI) é utilizada para substancias biolégicas e biotecnolégicas. O nome dos fatores
sanguineos do tipo eritropoietina sdo compostos por um ramo comum (-poetina). As
eritropoietinas com a mesma sequéncia de aminoécidos que a eritropoietina humana,
denominam-se epoetinas. Existem diferentes epoetinas, tais como a alfa e beta, e

agonistas do recetor da eritropoietina, sintetizadas artificialmente a partir da estrutura
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da UEPO/bEPO, com pequenas diferencas na glicosilacdo da EPO mas com a mesma
cadeia polipeptidica. A letra grega adicional indica que existem diferencas na
glicosilagcéo padrao da molécula (por exemplo, darbepoetina alfa, epoetina alfa, epoetina
beta, epoetina gama, epoetina delta, epoetina zeta, epoetina omega, etc) mas a cadeia
peptidica é obrigatoriamente a mesma, pois € geneticamente controlada. Estas
modificacBes permitem aos novos produtos de EPO, permanecer mais tempo ha
corrente sanguinea, o que faz com que tenham um tempo de semivida mais longo, e
por conseguinte, uma agdo mais sustentada. Estruturalmente, estas moléculas s&o
glicoproteinas, ou seja, sdo proteinas unidas a cadeias de carbohidratos que
apresentam na sua estrutura pontes dissulfeto, que séo essenciais para a sua atividade
(14). Os glicidos, estado unidos a sequéncia de aminoacidos em forma de cadeias,
denominadas de cadeias oligossacaridase sdo necessarios para a sobrevivéncia da
molécula na corrente sanguinea. Geralmente, uma proteina apresenta uma mistura de
glicoformas, de maneira que cada glicoproteina apresenta um modelo de glicosilacdo
caracteristico e reprodutivel, o que diferencia estruturalmente as diferentes epoetinas
(enddgena, rEPO alfa, rEPO beta e darbepoetina alfa). Os acidos sialicos encontram-
se unidos as cadeias de sacarideos e sdo responsaveis pela determinacdo da vida
média plasmatica da molécula, uma vez que evitam os recetores hepaticos, aumentando
atividade bioldgica in vivo da proteina. Os acidos sialicos sdo ainda os responsaveis
pelo fornecimento de carga elétrica a uma determinada proteina. Esta diferenca de
carga elétrica, traduz-se numa migracao electroforética caracteristica, que € utilizada
para distinguir as diferentes epoetinas endégena e ou exégenas.

Os principais fatores que determinam a composicao glicidica das eritropoietinas séo o
tipo de célula que hospedou o cDNA, as condi¢Bes de cultura e os procedimentos de
purificacdo da proteina levando a que existam diferentes atividades biologicas
consequentes das distintas composicdes glicidicas entre as diferentes eritropoietinas
recombinantes. O cDNA é DNA sintetizado a partir de um molde de mRNA e é utilizado
para expressar uma proteina onde geralmente esta ndo é expressa.

A epoetina alfa (rEPOaq) foi a primeira rEPO a ser comercializada em 1989. O seu tempo
de semivida é de 8 horas para tomas intravenosas e 24 horas para tomas subcutaneas.
A sua atividade biolégica atualmente é das mais baixas e como tal é necessario um
maior nimero de tomas. Nomes de mercado: EPOGEN®, PROCIT®, EPREX®, ERYPQO®,
HEXAL® e ESPO®. Um ano depois, foi também divulgada no mercado outro tipo de
eritropoietina recombinante, a do tipo beta (rEPO). Apesar de ambas, rEPOa e rEPOp,

serem sintetizadas em células de ovarios de hamsters chineses, por serem linhagens

23



de células distintas, a estrutura da cadeia glicosidica gerada entre elas é diferente e as
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas diferentes resultam numa maior
atividade biol6gica da rEPOB. Nomes de mercado: RECORMON®, CINNAPOETIN® e
NEO RECORMONE®. O BRP, Biological Reference Preparation, para a mistura equimolar
de rEPOa e rEPOp é produzido pela NIBSC (15). Outras eritropoietinas recombinantes
foram desenvolvidas como a delta (rEPO ), sintetizadas também a partir de cDNA mas
em células renais de hamsters jovens e em células de fibrossarcoma humano. Nomes
de mercado: DYNEPO®, atualmente ja ndo é comercializada.

A darbepoitina alfa (NESP), € um novo principio ativo em que foram modificados 5
aminoacidos da sequéncia primaria da uEPO. A NESP é um novo agente eritropoiético,
bioquimicamente distinto da rEPO. A especificidade para o recetor fisioldgico da
eritropoietina é semelhante, mas devido ao seu maior conteido em glicidos, tem uma
vida média prolongada e maior poténcia bioldgica in vivo que a rEPO, o que permite
uma menor frequéncia de administracdo, para manter o efeito bioldgico desejado.
Nomes de mercado: ARANESP®(16) . A metoxi polietilenoglicol-epoetina beta é um
analogo da eritropoetina e possui uma ligagéo quimica com o polimero polietilenoglicol
(PEG). Este polimero permite aumentar o tempo de semivida no sangue para cerca de
130 horas. Como possui uma baixa excre¢do na urina, ao contrario das restantes ERAs,
0 uso de metoxi polietilenoglicol-epoetina beta por praticantes desportivos € detetada
preferencialmente em amostras de soro ou plasma. Nomes de mercado:
MIRCERA®(17).

A EPO-alpha Fc Chimera é uma cadeia polipeptidica dimérica, glicosilada, constituida
por duas moléculas de EPO humanas ligadas a porcao Fc da IgG humana. A EPO-alpha
Fc é uma versao de acéo prolongada da EPO uma vez que, para além da presenca do
PEG, ao estarem fundidas com IgG Fc demonstram uma semi-vida superior in vivo.

Nomes de mercado: EPO-alpha Fc Human®.

1.5. Testing figures report

Todos os anos a WADA reune e publica um documento com a analise detalhada da
totalidade dos resultados realizados na componente de andlise de dopagem a nivel
mundial. Denomina-se Testing figures report, € um documento publico e o ultimo
publicado é relativo ao ano de 2020(18). Da analise deste relatério verifica-se que,
desde 2010, o nimero de amostras colhidas para a pesquisa de ERAs tem vindo a
aumentar (Figura 1.3) e consequentemente tém sido reportados mais resultados

positivos, designados no mundo do doping por Adverse Analytical Findings (AAFS),
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afetos a esta metodologia. O ano de 2020, por ter sido um ano atipico devido a pandemia
do coronavirus SARS-CoV-2, responsavel pela doenca COVID-19, resultou no
cancelamento de diversos eventos desportivos e, consequentemente, menos amostras
foram colhidas na globalidade.

Comparando os anos de 2018 e 2019 observa-se um ligeiro aumento de AAFs
reportados para ERAs, podendo estar relacionado com o aumento da sua testagem:
0.13% positivos em 2018 por comparag¢ao com 0.15% em 2019 em amostras de urina e
0.33% em 2018 e 0.37% em 2019 em amostras de sangue. No total, no ano de 2018,
foram analisadas 263.519 amostras de urina, soro, plasma e sangue total, por todo o
mundo, havendo um aumento de 5.5% em 2019 (Apéndice 2 - Tabela 8.2) (18-25).
Tal como referido, na Lista, as ERAs encontram-se na classe S2- Hormonas peptidicas,
fatores de crescimento, substancias relacionadas e miméticos. A Classe S2 registou, no
ano de 2019, 138 ocorréncias de amostras positivas de um total de 4180 AAFs
reportados na totalidade das classes. Os S2 representam assim 3% dos AAFs
reportados em 2019. Atualmente, as ERAs representam 66% dos resultados positivos
na classe S2, quando em 2012 representavam apenas 31.5%, demonstrando nos
dltimos anos a existéncia de um aumento significativo dos positivos para estas
substancias. Este crescimento é justificado pelo langamento em 2014 de um documento
técnico, 0 WADA Technical Document for Sport Specific Analysis (TDSSA) (26) que
obrigou as Anti-Doping Organizations (ADOs) a incorporar 0 seu conteldo nos
programas anti-doping, estando sujeitos a um nivel minimo apropriado de analises
dependente, exclusivamente, do desporto e da disciplina. Os desportos que apresentam
uma maior percentagem de obrigatoriedade para a andlise de ERAs sdo: atletismo-
longa distancia (superior ou igual a 3000m), atletismo- biatlo, ciclismo- estrada, ski-
cross-country e todos os tipos de triatlo. Este aumento do nimero de amostras testadas
assim como consequentemente o numero de amostras reportadas como positivas,
demonstra que as referidas substancias séo utilizadas pelos praticantes desportivos e
como tal € importante explorar a otimizacdo de matrizes de colheita e técnicas de

detecdo.
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Figura 1.3- Comparagéo de amostras analisadas de ERAs no sangue e urina entre 2012-2020 (18)

1.6. Colheita, transporte e armazenamento de
amostras de urina e sangue

O controlo de dopagem € um elemento essencial dos programas antidopagem para
promover e proteger a integridade do desporto e a saude dos praticantes desportivos.
Estes sdo programados de forma estratégica para cumprir objetivos dos programas
antidopagem nacionais e internacionais. Os controlos podem acontecer dentro ou fora
de competi¢do a qualquer hora e local podendo ser requerido ao praticante desportivo
selecionado amostra de urina, sangue ou ambas. Sao solicitados pelo menos 90 mL
para amostras de urina que sao divididos em frasco “A” e “B” e para o sangue é recolhido
volume suficiente para, de acordo com o tipo de analises a realizar, ter um tubo “A” e
um tubo “B”. Assim, a um controlo de dopagem estdo associadas uma amostra “A” e
uma amostra “B”.

As amostras de urina devem ser sempre transportadas, 0 mais rapidamente possivel,
para o Laboratério que as ird analisar, segundo as regras de transporte definidas pela
WADA. Se, por alguma razao logistica, ndo for possivel o transporte imediato das
amostras de urina, que ndo deve exceder os sete dias apés a data da colheita, entdo
devem ser garantidas as condi¢cdes de armazenamento (refrigeracdo/congelacdo) de
forma a evitar a degradacédo das mesmas.

Para as amostras de sangue (sangue total em tubo EDTA e/ou seco), de forma a manter
a sua integridade durante o transporte, € necessario um ambiente refrigerado e
constante, medido por registador de dados de temperatura (datalogger). As amostras
ndo podem ser congeladas para ndo afetar os analitos e devem chegar ao laboratério,
idealmente, no mesmo dia em que sao colhidas. Na Tabela 1.1 encontram-se 0s tempos

maximos permitidos dependendo da substancia pesquisada (27).
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Tabela 1.1- Horas maximas desde a colheita da amostra de sangue até chegada ao laboratério de acordo
com a substancia pesquisada (27)

, , Maximo de horas
Substancia/método

apos colheita

hGH- método das isoformas 96h
hGH- método dos biomarcadores 12h
EPO, HBOCs ou analise de transfusdes sanguineas 72h

As amostras de sangue para Athlete Biological Passport (ABP), apresentam
especificacbes particulares, pois o periodo que devem chegar ao laboratério depende
da média das temperaturas a que as amostras foram armazenadas (Apéndice 3 -
Tabela 8.3). Por exemplo, se uma amostra for mantida a 8°C entre a colheita e a andlise,
podera chegar ao laboratério 50 horas ap6s a colheita.

As amostras podem apresentar irregularidades, tais como, incongruéncia entre os
codigos dos frascos e dos documentos, sinais de adulteracdo, volume insuficiente,
diferencas fisico-quimicas entre as amostras A e B, condicbes de transporte
(temperatura, hora de entrega), informagdes incompletas (género), entre outros (4).
Apbs o inicio do processo afeto a Cadeia de Custédia da amostra, o frasco “A” é
aliquotado conforme o painel de analises solicitado. O frasco “B” mantém-se intacto e
€ congelado (-20°C). De acordo com o documento técnico TD2022EPO “Harmonization
of analysis and reporting of erythropoietin (EPO) and other EPO-receptor agonists
(ERAs) by polyacrylamide gel electrophoretic (PAGE) analytical methods.”(28), as
amostras de urina para pesquisa de EPO e ERAs devem ser imediatamente congeladas
(-20°C) apo6s a sua chegada, exceto se forem analisadas em menos de 24 horas,
podendo neste caso ficar refrigeradas (2-8 °C). A primeira andlise realizada a amostra
denomina-se triagem (Initial Testing Procedure- ITP) a partir da qual se pode obter um
resultado, negativo ou suspeito (Presumptive Adverse Analytical Finding- PAAF). Caso
a amostra seja suspeita, devera ser sujeita a um procedimento de confirmacao
(Confirmation Procedure — CP) cujo resultado pode ser negativo, atipico (Atypical
Finding) ou positivo (Adverse Analytical Finding). Caso a amostra seja positiva, o frasco
B devera ser logo armazenado a, pelo menos -70 °C. O frasco B é aberto apenas em
circunstancias excecionais tais como falta de volume da amostra A ou solicitagdo de
uma contra-analise.

As amostras de sangue (sangue total em tubo EDTA e/ou seco) sédo centrifugadas de

forma a separar a fragcdo do soro/plasma do concentrado eritrécitario de forma a evitar
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a degradacédo. O remanescente fica anexado ao tubo com o concentrado eritrocitario e
o0 restante processo de armazenamento € semelhante ao das amostras de urina.

O cumprimento dos requisitos descritos para a colheita e transporte das amostras sao
fundamentais para uma analise de qualidade por parte dos laboratérios, que também
possuem condi¢es especificas de armazenamento das amostras. As amostras de urina
sao realizadas pré-andlises de forma a registar o pH e a densidade. A medicéo do pH é
relevante para compreender a presenca de atividade microbiana, o que afeta a
estabilidade da amostra e a interpretagéo dos resultados. Por exemplo, a clivagem da
EPO, devido a atividade enzimética, conduz a uma perda do seu peso molecular, seja
por glucanases que clivam estruturas de glicano ou por proteases afetando a sua cadeia
de aminoacidos ou até pela perda de cadeias terminais de &cidos sialicos (= 4 KDa)
resultam na pratica, da diminuicdo do peso molecular na técnica de SDS/SAR-PAGE
refletindo numa maior descida da banda da EPO em direcdo ao anodo, o que podera
resultar num falso positivo em amostras que contenham a presenca de rEPO (Figura
1.4) (29).

Figura 1.4- SAR-PAGE: 1. Dynepo, 2. uEPO (NIBSC), 3. Urina com perda de peso molecular, 4. Amostra
negativa fortificada com rEPO (29)

As amostras sem AAFs ou ATFs sdo conservadas por um periodo minimo de trés meses
a contar da data do envio do resultado na plataforma online, Anti-Doping Administration
and Management System (ADAMS), ou um maximo de dez anos ap0s a data da
colheita. Amostras que resultaram em AAFs ou ATFs sdo guardadas por um periodo
minimo de seis meses da data do lancamento do resultado no ADAMS (A ou B,
conforme aplicivel). Caso seja solicitado pela TA ou WADA, as amostras podem ser
armazenadas por um periodo até 10 anos apés a data da colheita.

As regras e cuidados a ter com amostras de sangue e urina comeg¢am no momento da
colheita e mantém-se até a sua destruicdo e sdao fundamentais para a qualidade e

credibilidade dos resultados obtidos.
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1.7. Dried Blood Spots (DBS)

Dried Blood Spot (DBS) é uma forma de obter uma amostra de sangue, por
puncéol/incisdo da pele para aceder a capilares, em que pequenos volumes de sangue
sdo dispensados sobre um suporte absorvente que posteriormente é seco a temperatura
ambiente. DBS é um método introduzido inicialmente em 1963 para a triagem da
fenilcetonaria em recém-nascidos (30) e a sua utilizacdo, desde entéo, foi estendida
para o diagndstico de outros distlrbios metabdlicos e outras areas tais como toxicologia
forense (31), estudos farmacocinéticos para monitoramento terapéutico de
medicamentos/drogas (32), diagndstico clinico (33,34), monitorizacao de patologias (35)
e andlise de dopagem (Apéndice 4 - Tabela 8.4).

A WADA explora continuamente novas abordagens para a promoc¢éo de um desporto
limpo e justo. Uma das ag6es com maior impacto foi o desenvolvimento de metodologias
com recurso a amostras de sangue, ja que, de uma forma direta ou indireta, facilitam a
detecdo de determinadas substéancias. A adesao a esta nova abordagem da luta contra
o doping tem vindo a ser demonstrada pelo aumento da percentagem de colheitas desta
matriz ao longo dos ultimos anos (Tabela 8.2). No entanto, devido a requisitos
especificos relacionados com a colheita, volume e transporte de amostras de sangue o
recurso a este tipo de matriz torna-se um pouco limitativo. Por conseguinte, métodos
alternativos para a recolha de sangue, tais como os DBS, estdo a ser explorados e
atualmente encontra-se a ser testado no mundo do doping. A WADA redigiu um
documento técnico sobre esta matriz, denominado TD2021DBS - Dried Blood Spots
(DBS) for Doping Control: Requirements and Procedures for Collection, Transport,
Analytical Testing and Storage (28). Os DBS sado uma estratégia promissora de colheita
de amostras, que podera complementar a atual estratégia de analise de urina e sangue.
As aplicacdes tém sido demonstradas para diversas substancias da lista de substancias
proibidas — The Prohibited List — da WADA(3), para dentro e fora de competicdo e nas
diversas classes de substancias (Apéndice 4 - Tabela 8.4).

Em 2019, a WADA, juntamente com sete agéncias antidopagem, anunciaram o
desenvolvimento e implementacdo dos DBS como andlise de rotina, tendo sido
implementado nos Jogos Olimpicos e Paraolimpicos em Toquio 2020 e nos de Inverno
em Pequim 2022. Neste sentido, e por apresentar diversas vantagens, € uma
metodologia que tem vindo a “ganhar” o seu lugar no mundo da antidopagem e
encontra-se atualmente a ser desenvolvido nas areas de I&D dos laboratérios de

analises de dopagem.
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1.7.1. Colheita das amostras, transporte e armazenamento

A utilizacdo de micro volumes de sangue capilar, esta atualmente a ser alvo de
investigacdo como um complemento e alternativa ao volume (em mililitros) de sangue
venoso necessario. Na préatica consiste na obtencdo de sangue capilar através da
puncdo, com uma lanceta, na ponta lateral dos dedos (idealmente o anelar ou médio)
ou antebraco. E massajado o local, desperdicada a primeira gota e o sangue € ent&o
colhido através do local da puncdo por: micropipetas, tubos capilares, dispositivos
proprios que possuem microcapilares de precisdo ou de forma direta sem auxilio de
materiais. O sangue é colocado em forma de circulos (blood spots) num papel a base
de celulose ou num material absorvente alternativo sendo posteriormente absorvido e
seco ao ar (36).

De forma a garantir a qualidade da colheita, ndo se deve sobrepor gotas de sangue nem
colocar sangue coagulado, evitando a difusdo n&o uniforme do sangue no papel.
Segundo o TD2021DBS (28) o suporte absorvente permitido deve ser feito de papel de
celulose sem tratamento ou um material absorvente alternativo (ex., polimero sintético)
e deve apresentar uma divisdo entre 0s spots correspondentes a amostra “‘A” e “B”,
sendo recomendados cerce de 60 pL de sangue capilar na zona da amostra A e 40uL
na B. A secagem dos blood spots deve ser realizada a temperatura ambiente, evitando
a exposicao direta a luz solar e ao calor, durante, pelo menos, 2 horas, podendo, no
entanto, variar, dependendo da quantidade de sangue colhido e do tipo de papel
utilizado. Apés a secagem completa sdo colocados no interior de um saco de
armazenamento, pouco permeavel ao ar ou ainda em envelopes hermeticamente
fechados, com a presenca de um agente exsicante para proteger as amostras da
humidade evitando a sua degradacdo ou contaminacdo. O transporte das amostras
deve garantir as condi¢bes descritas nos pontos 9.1 a 9.3 Transport of samples and
documentation do documento da WADA - International Standard for Testing and
Investigation (ISTI)(37). O sistema de transporte autorizado deve assegurar que as
amostras sejam transportadas de forma a garantir a sua integridade, identidade e
seguranca. As amostras de DBS sao considerados material biolégico ndo perigoso, o
saco de transporte deve ser opaco, para proteger a amostra a exposicao solar e podem
ainda ser transportadas a temperatura ambiente. As amostras referidas também podem
apresentar irregularidades, avaliadas a chegada dos laboratorios, tais como a auséncia
de dissecante no saco de transporte onde se encontra a amostra, a ndo secagem

completa da amostra e a adesdo dos blood spots ao recipiente. A congelagéo dos DBS
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ndo é considerada uma irregularidade, pois ndo tem impacto na qualidade da analise
posteriormente realizada (38).

Aquando da rececdo as amostras A e B devem ser facilmente separadas sem
manipulacao fisica e a amostra A deve-se manter refrigerada e protegida da luz até ao
momento da aliguotagem, aquando deste momento os DBS devem atingir a temperatura
ambiente dentro do saco de armazenamento com o dissecante, para evitar
condensacdo. A restante amostra A volta a ser refrigerada (2-8 °C) até finalizar os
procedimentos de triagem (ITP) e confirmacgéo (CP), caso aplicavel, e s6 posteriormente
deve ser armazenada a -20 °C, a ndo ser que sejam especificados outros cuidados de
armazenamento num documento técnico ou outro documento emitido pela WADA. A
amostra B é conservada a -20 °C desde a sua chegada ao laborat6rio, a excecao de
quando a A e B estdo no mesmo suporte e nesse caso a B fica refrigerada até finalizacao
do ITP e CP da amostra A(28).

Os periodos de armazenamento das amostras de DBS sao idénticos aos descritos no
ISL para sangue e urina (ver ponto 1.6 Colheita, transporte e armazenamento de

amostras de urina e sangue).

1.7.2. Vantagens e limitacfes

Os critérios para classificar uma matriz aceitavel no controlo do doping visa promover o
melhor para o praticante desportivo, para as organizagfes antidopagem e para 0s
laboratérios. Em primeira instancia o praticante desportivo é o interveniente com maior
peso no processo do controlo de dopagem. Neste caso em particular torna-se fulcral
classificar as vantagens e limitag6es de cada método de colheita de amostra de forma
a encontrar o equilibrio no processo, promovendo a pratica de desporto e ndo a
prejudicando.

A colheita de urina, matriz mais utilizada nas andlises de dopagem, é passiva, mas
intrusiva devido a presenca do responsavel pela colheita no momento da recolha da
amostra e por vezes pode demorar diversas horas, se a miccdo espontanea nao for
possivel devido a desidratacdo pds-exercicio fisico ou caso a densidade medida no local
seja inferior a permitida para o volume de amostra colhido (37).

As amostras de sangue venoso sao obtidas por uma técnica invasiva e implica a
presenca de um blood collection officer, profissional com competéncias para realizar o
procedimento, mas com a vantagem de ser uma colheita de curta duracéo.

O custo relacionado com o cumprimento dos programas de dopagem, por parte das

autoridades antidopagem, é elevado e estd diretamente relacionado com a colheita,
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transporte e armazenamento das amostras. As condicdes necessarias sdo mais
rigorosas e obrigam a diversos gastos, tais como:

o Aquisicdo de materiais de colheita de urina e sangue venoso, com sistema de
seguranca, obrigatérios pela WADA. Um exemplo sdo os Kits da marca
Berlinger, no qual o BEREG-Kit (urina) e 0 BEREG-KIT Small (sangue venoso)
custam cerca de 15€ e 10€, cada um, respetivamente (Figura 1.5)(39);

o Garantia das condicdes de transporte e armazenamento das amostras desde a
colheita até ao laboratorio;

o Pagamento da extensdo de armazenamento das amostras nos laboratérios

acreditados pela WADA, apos os 90 dias obrigatérios pelos laboratorios.
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Figura 1.5- A- Frascos de colheita, transporte e armazenamento de amostras de urina com

sistema de seguranca. BEREG-kit, Berlinger B- Frascos de colheita, transporte e

armazenamento de amostras de sangue com sistema de seguranca. BEREG-kit Small, Berlinger
Em termos de invasdo e nivel de intrusdo para o praticante desportivo, matrizes
alternativas, tém vindo a surgir, tais como os DBS, fluido oral, cabelo, ou outros. No
caso dos DBS é classificado como minimamente invasivo (40), devido a colheita originar
a recolha de apenas cerca de 20-60 pL por spot, dependendo da analise. Num estudo
conduzido pela Autoridade Antidopagem da Dinamarca (AAD) com o objetivo de
determinar e comparar, entre diferentes populagbes de praticantes desportivos, a
percecéo, a dor e a utilidade dos DBS face a colheitas por venipuncao, concluiu que os
praticantes desportivos classificam a colheita de DBS como facil, rapida e indolor
comparativamente com o método convencional de colheita de sangue. Numa outra
vertente de comparar diferentes formas de colher sangue capilar, também foi
comparada, neste estudo, a utilizacdo de DBS, com sangue capilar colhido na ponta dos
dedos, com dispositivos de microcolheita de sangue capilar no antebrago. Concluiu-se
gue tanto praticantes desportivos como responsaveis pela colheita, tendem a preferir a
colheita no antebraco comparativamente a ponta dos dedos, no entanto outros fatores

como o preco dos dispositivos utilizados no antebraco (TAP™ da Seventh Sense
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Biosystems e Tasso M-20 da Tasso) podem ter impacto para a sua escolha pelas
autoridades antidopagem (41).

As condi¢Bes logisticas e de transporte sdo menos rigorosas, pois ndo obrigam a uma
cadeia de frio que controle a temperatura desde a colheita & chegada ao laboratério, o
espaco que as amostras ocupam no transporte € significativamente menor e as
condicbes de armazenamentos nos laboratérios envolvem, na maioria das vezes, uma
sala a temperatura ambiente ocupando pouco espaco. Caso seja necessaria a
refrigeragédo ou congelacao, o espago necessario em frigorificos/arcas de congelacédo é
também reduzido. As necessidades especificas de conservagdo tém vindo a ser
testadas para diversas substancias proibidas, pois o reduzido volume colhido permite a
estabilidade dos compostos pela desativacao de enzimas que conduzem a degradacéo
das amostras. Solheim et al. avaliou a estabilidade do clenbuterol, um (B2-agonista,
prescrito habitualmente para pacientes asmaticos, utilizados pelos atletas com o
objetivo de perda de peso e aumento de massa muscular pelas suas propriedades
anabdlicas e lipoliticas, em amostras de DBS comparando com amostras urinarias. As
amostras de DBS, originarias de voluntarios do estudo de excre¢cdo que tomaram uma
dose Unica de 80 pg de clenbuterol, foram armazenadas, durante 365 dias, a diferentes
temperaturas (temperatura ambiente e -80°C) e expostos a diferentes varidveis como a
exposicao solar e a presenca de dissecante. Foi detetada a presenca de clenbuterol nos
DBS ap6s 365 dias a temperatura ambiente, idealmente com dissecante e evitando a
exposicdo solar, demonstrando assim a estabilidade do composto nos DBS e
fortalecendo a premissa de que é uma alternativa vantajosa (42). Ja Protti et al., avaliou
a estabilidade de canabindide naturais e sintéticos em amostras de DBS, Volumetric
absorptive microsampling (VAMS), descrito no ponto 1.7.3, e plasma. As amostras de
DBS foram armazenadas 30 dias a temperatura ambiente e comparadas com as de
plasma conservadas durante 30 dias a — 80 °C. Embora no plasma se registe um certo
grau de estabilidade para alguns compostos, alguns apresentam variacdes na ordem
dos 20% (THC-OH, THC-COOH, JWH-073 e JWH-081). Ja nos DBS e VAMS, técnicas
de microcolheita, o critério de aceitacdo foi cumprido para todos os compostos
analisados, pelo que a estabilidade dos compostos foi considerada satisfatéria(43).
Aplicado a pesquisa de ERAs, Reverter-Branchat, avaliou a estabilidade de
armazenamento dos DBS, durante 24h e 168h a 4°C e temperatura ambiente, com
concentracdes: 4 pg de rEPO e NESP e 37,5pg de CERA. A curto-médio prazo também
foi testado o armazenamento durante 30 dias, a temperatura ambiente e 4 °C, com

concentracdes de: 8 pg de rEPO e NESP e 75 pg de CERA. A longo prazo foi testada a
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estabilidade de amostras colhidas 72h, 100h e 104h apés administracdo, durante 6
meses para rEPO e 3-5 meses para NESP colhidas 1, 3 e 9 dias apds administracéo e
conservadas as mesmas temperaturas indicadas anteriormente. Na generalidade, a
curto prazo foi possivel detetar todas as ERAs e as diferentes condic¢des resultaram em
capacidades de detecédo idénticas. A médio e longo prazo observa-se a detecdo de
maiores quantidades de rEPO e NESP (Anexo | - Figura 7.1) nas amostras a 4 °C (44).
Os resultados obtidos para a estabilidade dos diversos compostos/substancias
estudadas demonstram que os DBS, ndo exigindo grandes requisitos na colheita,
transporte e armazenamento, sdo uma alternativa possivel e valida aos tradicionais
métodos de colheita. A introdug&o dos DBS no ambito de acreditagdo de um laboratério
obriga a uma validacdo do método, de modo a demonstrar que o mesmo é fit-for-
purpose, ou seja, que cumpre os objetivos para os quais foi desenvolvido e dessa forma
satisfaz as necessidades do cliente. Para os laboratdrios € relevante que para a analise
de substancias e/ou métodos proibidos seja selecionada a matriz com maior cobertura
analitica possivel e que garanta uma boa relagao custo-eficacia de modo que se consiga
cumprir os prazos de resposta definidos no ISL. Atualmente o sangue capilar em DBS
ainda ndo sdao uma matriz padronizada dentro dos procedimentos validados e
acreditados dos laboratorios da WADA.

A evolucao das tecnologias e métodos desenvolvidos nos laboratorios tem atingido um
nivel analitico que permite a detegdo, em muitos casos, de micro-doses de substancias
em amostras de praticantes desportivos e sdo uma realidade na pesquisa de
ERAs(45,46). O reduzido volume é um desafio associado a utilizagdo de DBS, pois
pequenas quantidades dos compostos requerem elevada sensibilidade instrumental e
dos préprios métodos desenvolvidos.

O nivel de exigéncia, na detecdo das substancias, imposto pela WADA aos laboratorios
esté descrito, por exemplo, no documento técnico TD2022MRPL (47), no qual o MRPL
corresponde ao valor minimo de concentragdo de uma substéncia proibida que um
método deve ter capacidade analitica de detetar.

No TD2022EPO encontram-se os valores de MRPL associado as ERAs em urina e
soro/plasma, estabelecidos em 2021 (Tabela 1.2).

O efeito do hematécrito (HCT), parametro percentual que fornece a informacédo do
volume ocupado pelos glébulos vermelhos no volume total de sangue, tem sido um dos

principais pontos a ser apontados como limitagéo dos DBS.

34



Tabela 1.2- MRPL das ERAs, analisadas por métodos eletroforéticos por matriz de andlise. Adaptado de
(48)

Matriz de andalise

ERA
Urina Soro/plasma
rEPO 11U/L 10 IU/L
dEPO 1 pg/mL 10 pg/mL
CERA 5 pg/mL 25 pg/mL
EPO-Fc 5 pg/mL 25 pg/mL

A influéncia da dispersdo do sangue no papel resulta num bias dependente do
hematdcrito do individuo, o que torna uma questao relevante em ensaios quantitativos.
Na pratica amostras de sangue com um hematdcrito superior possuem mais glébulos
vermelhos tornando-as mais viscosas, o0 que resulta numa menor dispersdo da gota no
suporte de papel. Diferentes volumes apresentam diferentes dispersées do sangue no
suporte e consequentemente a diferentes resultados analiticos (49). Na populagéo
geral, naturalmente pode ocorrer ligeiras flutuacdo do HCT, no entanto nos praticantes
desportivos estas oscilagbes podem ser mais pronunciadas. Esta limitacdo podera ser
contornada, por exemplo, pela utilizagcdo de volumes definidos de sangue ou pela
utilizacdo de dispositivos de microamostragem de absorc¢éo volumétrica (VAMS)(50).
Pelas caracteristicas descritas e impulsionado pela pandemia global, COVID-19, a
Agéncia Antidopagem Norte Americana (USADA) realizou um estudo piloto com o
objetivo de explorar novas formas de colheita e formas de defender os praticantes
desportivos que cumprem as regras ao permitir a testagem de forma mais simples e
segura, através da realizagdo de colheitas, de DBS, pelos proprios praticantes
desportivos que sdo supervisionadas remotamente e enviadas por correio para analise
(51).

1.7.3. Diferentes tipos de suportes e dispositivos

Os DBS séo pela sua defini¢do, suportes de amostra tipicamente compostos por linteres
de algoddo com mais de 98% de a-celulose, que podem ou ndo ser sujeitos a
tratamentos quimicos, colocados entre dois cartbes finos (36). Varios parametros
influenciam a sua eficacia: retencdo de particulas, adsorcdo, pH, propriedades da
superficie, espessura, resisténcia, forma e densidade.

Diversos suportes a base de celulose encontram-se disponiveis no mercado, tais como
Whatman® FTA DMPK-A, B, ou C, Whatman® 903 Protein Saver Card, Ahlstrom® 226,
Sartorius® TFN, Agilent® Bond Elut DMS cards, Whatman® BFC 180, Whatman ® FTA ©
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Elute, Microsampling HemaXis DB10 kits, etc (Figura 1.6). O Whatman® 903 Protein
Saver Card é o mais habitualmente utilizado e foi inicialmente desenvolvido na década
de 60 por Robert Guthrie e Ada Susi para detecdo neonatal de fenilcetonaria. O
Whatman® 903 Protein Saver Card encontra-se registado no U.S Food & Drug
Administration (FDA) como in vitro Class Il medical device. e amplamente utilizado para
rastreio de doencas metabdlicas em recém nascidos, doencas virais e detecdo e
monitorizacao de drogas terapéuticas (52,53).

Os cartdes Whatman® FTA (Flinders Technology Associates) DMPK-A e B passam por
um tratamento quimico e quando em contacto com a amostra promovem a lise das
membranas celular e nuclear das células, desnaturacdo das proteinas, inativacao de
enzimas, como por exemplo, inativagéo de nucleases protegendo os acidos nucleicos,
e impedem o crescimento bacteriano, oxidacdo e danos UV, conduzindo a uma maior
estabilidade dos compostos. Também inativam rapidamente material viral ou outros
organismos presentes na amostra impedindo o seu crescimento e ndo havendo por isso
risco biolégico associado ao seu manuseamento.

Os cartdes Whatman® BFC 180, Whatman® FTA DMPK-C, Sartorius® TFN e Ahlstrom®
226 como ndo sdo submetidos a nenhum tratamento quimico, ndo possuem na sua
composi¢ao substancias quimicas que possam interferir na analise. Podem ser a melhor
escolha para a analise de proteinas visto ndo promover a sua desnaturagao.

Os cartdes Whatman ® FTA © Elute ou Agilent® Bond Elut DMS cards, ndo tém na sua
base celulose e passam por um tratamento quimico que simplifica 0 manuseamento e
processamento de acidos nucleicos, uma vez que provoca a lise. Posteriormente,
através da eluicdo dos spots o ADN é facilmente recuperado e permite a sua
amplificacdo. A hemoglobina, conhecido inibidor de PCR, fica retida na matriz FTA,
permitindo a recuperacdo do ADN numa solucéo livre de inibidores de PCR. De acordo
com o fabricante reduzem também o efeito do hematécrito. Existe uma variante util para
amostras incolores, tais como saliva, urina, liquido cefalorraquidiano, entre outros, tendo
em conta que muda de cor em contacto com a amostra.

Os dispositivos Microsampling HemaXis DB10 kits da empresa DBS Systems SA,
permitem controlo na precisdo do volume colhido, através da incorporacéo de um chip
microfluidico com um papel de filtro padréo envolvidos por uma protecao de plastico, o
gue permite a padronizacdo, aumentando a confiabilidade e eliminando o viés do
hematdcrito (Figura 1.6) (54,55).

Mais recentemente, foi introduzida no mercado uma nova técnica denominada

Volumetric absorptive microsampling (VAMS) da Neoteryx, que utiliza um cabo de
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plastico com uma ponta globular, constituida por um polimero hidrofilico com cerca de
4 mm de didmetro, capaz de absorver um dos trés volumes fixos: 10, 20 e 30 L, sendo
excluido o efeito do hematécrito. Para analise, apenas € necessario separar o cabo de

plastico da ponta globular e eluir esta ultima (Figura 1.7-A) (55).
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Figura 1.6- Diversos tipos de cartdes utilizados nas DBS; A- Whatman® 903 Protein Saver Card;

B- Whatman® FTA ® Elute; C- Microsampling HemaXis DB10 kits; D-F- Whatman® FTA DMPK-

A, BeC.
O TAP®, da empresa Seventh Sense Biosystems, é um dispositivo aprovado pela FDA,
que permite a colheita e transporte de microamostragem de sangue, através da
combinagdo de dois mecanismos, agdo capilar e extragdo por vacuo pela ativacao de
um botdo de presséo. O dispositivo, que contém heparina de litio como anticoagulante,
€ colocado normalmente no antebraco e em 2-3 minutos colhe automaticamente cerca
de 100 pL de sangue capital, através da ativacdo de 30 microagulhas e no final da
colheita ativa um indicador visual(56). O TAP IlI, um outro dispositivo, em
desenvolvimento ainda utilizado apenas em investigagdo, tem como objetivo incluir um
reservatdrio de sangue no dispositivo de colheita (Figura 1.7-C) (57).
O Tasso M-20, da Tasso, é um dispositivo idéntico ao TAP®, também aprovado pela
FDA, que permite a autocolheita de amostras de sangue em 2 minutos com a diferenga
gue a amostra € automaticamente colocada num suporte e cria 4 dried blood spots de
20 pL cada um (Figura 1.7-D) (58).
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Figura 1.7- Dispositivos de microamostragem. A-VAMS (Neoteryx), B- TAP® (Seventh
Sense Biosvstems). C- TAPII (Seventh Sense Biosvstems) e D- Tasso-M20 (Tasso)
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O aumento da utilizacdo dos DBS, devido aos seus beneficios e vantagens, tem
impulsionado as empresas a produzir suportes e dispositivos cada vez mais
reprodutiveis, robustos e precisos. Desta forma, a escolha deve variar tendo em conta
0 custo, o que for menos invasivo e doloroso para o individuo a testar, o que se pretende
pesquisar, 0 que apresentar menor bias e o que melhor se adequa ao procedimento de

detecao a aplicar.

1.8. Método Gold-Standard

No final dos anos 90 tornou-se urgente desenvolver um método robusto e eficaz para a
detecdo de EPO e ERAs. A realidade da toma destas substancias era uma certeza e o
COl proibiu a sua utilizagéo, no entanto os laboratérios ndo possuiam a desenvoltura
analitica para a sua detecdo. Através de métodos indiretos, hematolégicos e
bioquimicos, havia a indicagcdo da estimulacdo da eritropoiese, mas era fulcral
desenvolver um método que confirmasse a administracdo da substancia e que
permitisse distinguir a EPO enddgena, hEPO, da EPO exdgena, rEPO. O western blot,
uma das técnicas analiticas mais importantes na investigacdo de proteinas e com uma
extensa aplicacdo a diversas especialidades, desde clinica médica, biologia molecular,
bioguimica, entre outras, revelou ser um método promissor para os laboratérios que
realizam andalises de dopagem. Devido as diferencas na estrutura da hEPO
relativamente a recombinante, permitiu pela diferenca de cargas, que fossem
inicialmente separadas por focagem isoelétrica (IEF) uma vez que a banda enddégena
apresenta um ponto isoelétrico (pl) ente 3,92-4,42, provavelmente devido a
modificagbes pos-traducionais, tais como a glicosilagdo, enquanto as rEPO possuem
um pl ligeiramente mais elevado (Figura 1.8) (48). Inicialmente, no TD2004EPO
“Harmonization of the method for the identification of epoetin alfa and beta (EPO) and
darbepoetin alfa (NESP) by IEF-double blotting and chemiluminescent detection”(9),
apenas eram indicados critérios para a detecao de epoetina a, 3 e NESP. Numa versao
posterior - o TD2009EPO “Harmonization of the method for the identification of
recombinant erythropoietins (i.e. epoetins) and analogues (e.g. darbepoetin and
methoxypolyethylene glycol-epoetin beta)’(59) - surge uma nova ERA possivel de ser
detetada, a metoxi polietilenoglicol-epoetina beta (CERA) e surge uma alternativa
complementar ao IEF, o SDS-PAGE (Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) que, através de fatores como o uso do SDS e do gel da poliacrilamida,

permitiu eliminar a influéncia da estrutura e da carga, sendo as proteinas separadas
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apenas com base nas diferencas do peso molecular. No TD2013EPO “Harmonization
of analysis and reporting of recombinant erythropoietins (i.e. epoetins) and analogues
(e.g. darbepoetin, pegserpoetin, peginesatide, EPO-Fc) by electrophoretic
techniques”(60), novas ERAs sdo adicionadas, tais como a peginesatide e a EPO-Fc
(Figura 1.8).
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Figura 1.8- Perfis isoelétricos da UEPO e ERAs. rEPO: 3 bandas na &rea bésica, as duas mais intensas
pertencem a area béasica. UEPO: bandas na area enddgena. NESP: 3 bandas aceitaveis na area acida.
CERA e EPO-Fc: 4 bandas consecutivas na area bésica correspondente. Adaptado de (48)

O SAR-PAGE (Sarcosyl-polyacrylamide gel electrophoresis), imunoensaios (ELISA) e
métodos cromatograficos passam, com este TD a ser, tal como o IEF, uma opc¢éo para
método de triagem (ITP). O SAR é um surfactante aniénico que confere carga negativa
a proteina ao qual é aplicada corrente elétrica ocorrendo a separacéo das proteinas de
acordo com o seu peso molecular no gel constituido por poliacrilamida. A diferenca de
pesos moleculares: UEPO/bEPO (ca. 34 kDa), NESP (ca. 44-45 kDa), CERA (ca. 68-78
kDa), EPO-Fc (ca. 45,5 kDa) e rEPO(ca. 36-38 kDa) permite a separagéo das diferentes
proteinas em diferentes bandas (Figura 1.9 A), sendo o desafio para esta analise a
diferenca e identificacdo da banda hEPO/rEPO, que, devido ao proximo peso molecular
gue possuem, criam uma area difusa ou ténue acima da banda da hEPO, denominando-
se smear (Figura 1.9 B).
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Figura 1.9- A- Perfil das ERAs por SAR-PAGE (NESP, Dynepo, CERA, EPO-Fc e hEPO. B- Perfil das
bandas de Dynepo, hEPO e hEPO/rEPO pela técnica de SAR-PAGE. Adaptado de (48).

O SAR-PAGE é um procedimento extenso com elevados gastos, ndo permite uma
andlise simultanea de um elevado nimero de amostras e o composto SAR, solido, € um
composto cancerigeno que precisa de ser manuseado com os devidos cuidados.

No documento técnico atualmente em vigor, TD2022EPO “Harmonization of analysis
and reporting of erythropoietin (EPO) and other epo-receptor agonists (ERAS) by
polyacrylamide gel electrophoretic (PAGE) analytical methods” sao descritas as técnicas
permitidas para realizar o método de triagem (ITP) e confirmacao (CP), dependendo da
ERA analisada (Anexo Il - Tabela 7.1).

A toma de microdoses de rEPO, pelos praticantes desportivos, € uma nova realidade,
que consiste na toma de pequenas doses ao longo do tempo. A hora e o timing da toma
tornam-se fundamentais para a probabilidade de detecdo ser menor devido a rapida
eliminagéo pelo organismo (24-48h).

A otimizacao do fluxo de trabalho, 0 aumento da reprodutibilidade e da qualidade dos
resultados passa pela escolha dos anticorpos utilizados no procedimento, da
automatizacdo das etapas de lavagem e incubagfes do anticorpo, pelo processo de
purificacdo por imunoafinidade da EPO e ERAs presente na amostra, entre outras. A
otimizacao atraves destas etapas tém como principais objetivos eliminar interferentes e
isolar as proteinas especificas para obtengdo de um resultado robusto e inquestionavel
(61,62).
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2. Objetivos do estudo

O Laboratério de Analises de Dopagem (LAD) é uma das entidades nhacionais
antidopagem (63) e funciona com autonomia técnica e cientifica, junto do Instituto
Portugués do Desporto e Juventude (IPDJ, I. P.). Uma das competéncias que |Ihe estédo
atribuidas é a execucao de analises relativas ao controlo da dopagem, a nivel nacional
ou internacional. Para a realizacdo destas analises, o LAD tem de ser acreditado
segundo a Norma ISO 17025 e cumprir com 0s requisitos da norma Internacional para
laboratorios da WADA. Existem atualmente, em todo o mundo, 29 laboratorios
acreditados pela WADA, com o objetivo de analisarem amostras de rotina de forma a
incentivar um desporto justo e limpo. Um dos objetivos, destes laboratérios, e para o
qual parte do seu orcamento € destinado, é a investigacdo e desenvolvimento. A
otimizacdo e/ou criacdo de métodos € algo essencial para a detecdo das inUmeras
substancias pesquisadas em laboratérios deste ambito. Sendo o sangue, depois da
urina, umas das matrizes preferencialmente utilizada em andlises de dopagem, a sua
utilizacdo coloca alguns desafios as entidades antidopagem, nomeadamente as
condi¢Bes de transporte do local da colheita até ao laboratorio, tendo de ser refrigerado,
agrava o0 custo da analise e condiciona a recolha da amostra. Para além disso, o
procedimento de colheita implica a venipungdo dos praticantes desportivos, com as
desvantagens associadas a tal pratica. De forma a colmatar estes obstaculos,
alternativas tém sido testadas, sendo uma delas os Dried Blood Spots (DBS). Um dos
métodos, realizados nos laboratérios antidopagem, que maior volume de amostra utiliza
e que se encontra implementado para a matriz soro e plasma, é a dete¢do de Agonistas
do Recetor da Eritropoietina (ERAS).

De forma a compreender se os DBS poderdo ser um complemento viavel ao que é
atualmente utilizado (urina e sangue obtido por venipuncéo), através da implementagéo
e otimizacdo do método SAR-PAGE para detecdo de EPO e ERAs a partir de DBS,

definiram-se o0s seguintes objetivos especificos para o presente estudo:

o Comparar os resultados dos DBS, utilizando o método SAR-PAGE, com as
matrizes convencionais (urina e sangue por venipungao);

o lIdentificar a preferéncia dos diferentes métodos de colheita (urina, sangue
venoso e capilar) dos voluntarios do estudo;

o Avaliar a estabilidade das ERAs em amostras colhidas por DBS.

o Comparar diferentes marcas de DBS de forma a compreender o impacto na
recuperacao das ERAs
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3. Materiais e métodos

3.1. Amostras bioldgicas

Este estudo foi realizado entre os meses de janeiro a abril de 2022 e abrangeu um total
de 30 voluntarios saudaveis, entre 0os 21-65 anos, do género feminino e masculino, que
nao tomavam medicacao e ndo sofriam de doenca que pudesse influenciar a producao,
metabolismo ou excrecdo de EPO. Antes da colheita das amostras bioldgicas obteve-
se 0 consentimento informado, livre e esclarecido de cada um dos voluntarios
(Apéndice 10). O estudo obteve parecer positivo do Conselho de Etica da Escola
Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (CE-ESTEsL), com nimero CE-ESTeSL-
N°-52-2021 e a recolha de amostras e dados anonimizados cumpriram o estabelecido
no Regulamento Geral sobre a Protecdo de Dados (RGPD) da Unido Europeia de 27 de
abril de 2016.

Foram escolhidos quatro voluntarios que forneceram amostras de urina, sangue capilar
(DBS) e sangue total em tubo seco e EDTA. Aos restantes vinte e seis voluntarios foram
colhidas amostras de sangue capilar (DBS) e sangue por venipung¢éo colhido para tubo
de EDTA e tubo seco. Foi utilizado o Whatman® 903 Protein Saver Card e, através da
utilizacdo de lancetas, foi picada a lateral dos dedos e com recurso a uma micropipeta
foram colhidos duas vezes 60 uL de sangue capilar. As amostras foram armazenadas a
temperatura ambiente, pelo menos, durante duas horas, e passado este periodo foi
medido o didmetro dos spots com uma régua (precisdo de 1mm), de forma a perceber
a influencia do hematdcrito na dispersao do suporte. O tubo seco foi centrifugado a 1400
g durante 15 minutos, de forma a separar 0 soro do concentrado eritrocitario em
aliquotas de 0,5 mL cada.

As amostras de urina, dos quatro voluntarios, possuiam volumes entre 0os 90-140 mL e
apos calibragdo dos respetivos equipamentos foram medidos o pH no potenciometro
(FiveEasy Plus™ Mettler Toledo) e a densidade no refratdmetro (ATAGO™ Digital
Hand-Held Pocket Refractometer: PAL-10S). A urina foi dividida em aliquotas de 7,5
mL cada uma. As amostras de sangue capilar (DBS), 20 spots de 60 pL, dos quatro
voluntarios mencionados, foram efetuadas com sangue venoso do tubo de EDTA,
devido ao elevado nimero de volume necessario (= 1,2 mL) para o desenvolvimento do
estudo.

As amostras de sangue capilar (DBS) foram utilizadas nos parametros 3.5.1
Seletividade, 3.5.2 Limite de detecdo (LOD), 3.5.3 Robustez/ Comparacéo de diferentes

marcas de DBS e 3.5.4 Estudo de estabilidade e capacidade de identificagdo. As
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amostras de urina e soro foram utilizadas no parametro 3.5.4 Estudo de estabilidade e
capacidade de identificacdo e o sangue total em tubo de EDTA utilizado no pardmetro

3.2 Hemograma.

3.2. Hemograma

De forma a avaliar os parametros hematolégicos, especialmente o hematdcrito, foi
realizado um hemograma as 30 amostras de sangue em tubo EDTA. O tubo, agitou
durante 15 minutos num agitador de rolos e o0 hemograma foi realizado no equipamento
XN-1000 Hematology-analyser da Sysmex, Antes de processar as amostras, foram
analisados e validados trés niveis de controlos internos, XN Check, com numero de lote
1339 e validade de 27 de fevereiro de 2022.

Posteriormente as amostras foram conservadas a 4°C, a excecao das quatro amostras
dos voluntarios que serviram para realizar os DBS do estudo da estabilidade (ponto
3.5.4 Estudo de estabilidade e capacidade de identificacdo). Apos a validacdo do
hemograma, e da utlizacdo para o estudo de estabilidade, as amostras foram

destruidas.

3.3. Questionario

Com o objetivo de determinar, ordenar e comparar a preferéncia, dos voluntarios, sobre
os diferentes tipos de colheita (urina, sangue venoso e capilar) e classificagdo dos niveis
da dor, da colheita de sangue venoso e capilar realizadas para o estudo foi elaborado
um questiondério no qual foi utilizada uma escala numérica de avaliagdo de 1 (sem dor)
a 10 (Dor elevada). Todos os trinta voluntarios responderam ao questionario e os dados

foram analisados no software estatistico RStudio e no Microsoft Excel 10.

3.4. Materiais de referéncia

Os materiais de referéncia utilizados foram preparados e conservados conforme as

especificacbes do fabricante.
o [IEPO - material de referéncia BRP eritropoietina, lote 4, adquirido ao Council of

Europe, inicialmente liofilizado, foi reconstituido com uma solu¢do de 0.01%

Insulina/PBS. A concentracdo da solugdo méae: 13 000 Ul/mL;
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o Recombinant human erytropoietin-alpha Fc-Chimera (EPO-Fc)- material de
referéncia EPO-alpha Fc Human, lote 1217PEPOFC, adquirido & Prospec,
inicialmente liofilizado, foi reconstituido com uma solucdo de 0.01%
Insulina/PBS. A concentracdo da solucdo méae, originaria da seringa, de 0.1
HO/pL;

o Metoxi polietilenoglicol-epoetina beta - material de referéncia MIRCERA, lote

HO0563H46, adquirido & Roche Farmacéutica, em formato seringa para injecao.
A concentracdo da solugcdo méae, originaria da seringa, de 166 pg/mL;
o Epoietina delta - material de referéncia Dynepo, lote 733044A, adquirido a Shire,

em formato seringa para inje¢do. A concentracdo da solugdo mée, originaria da
seringa, de 2000 Ul/mL;

o Darbepoitina alfa - material de referéncia ARANESP, lote 1134168B, adquirido
a AMGEN, em formato seringa para injecdo. A concentracdo da solugcdo mae,

originaria da seringa, de 100 ug/mL.

A excegdo da EPO-Fc, que ap0ds reconstituicdo foi armazenada a -20 °C, todos os
materiais de referéncia foram conservados a -80 °C, e as suas aliquotas conservadas a
-20 °C.

Para o material de referéncia ARANESP, MIRCERA e DYNEPO foi solicitada e fornecida
a autorizacd@o excecional de aquisicao direta de medicamento ao INFARMED.

A mistura de quatro materiais de referéncia (Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA) numa
solugdo denomina-se ERA-MIX3, que funcionando como um padréo, permite definir o
peso molecular aparente das ERAs nos géis analisados. A concentracdo das ERAs
utilizada no ERA-MIX3 para DBS foi de: 0,52 pg/uL Dynepo; 0,69 pg/pL de NESP; 1,71
pg/uL EPO-Fc e 0,68 pg/uL CERA. Para as amostras de urina e soro a concentracéo do
ERA-MIX3 foi de: 0,78 pg/uL Dynepo; 0,98 pg/uL de NESP; 7,69 pg/uL de EPO-Fc e
3,08 pg/uL de CERA.

3.5. Parametros de analise

Inicialmente foram testados 3 volumes distintos (20, 40 e 60 uL), de forma a otimizar o

método e selecionar qual o volume que emite um melhor sinal de banda enddgena.
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3.5.1. Seletividade
A seletividade é a capacidade de um método discriminar um analito em particular numa
mistura complexa, sem interferéncias significativas dos outros componentes dessa
mistura, tais como metabolitos, impurezas, produtos de degradacao, entre outros.
Para avaliar este parametro foram testadas 30 amostras de DBS (60pL de sangue total),
de diferentes individuos, de forma a detetar a eritropoietina endogena (bEPO).

3.5.2. Limite de detecéo (LOD)
O limite de detecdo (LOD) é a quantidade minima de analito que pode ser detetada por
um método.
Numa primeira fase, cinco spots foram preparados, com 60 pL de sangue capilar, e
permaneceram a temperatura ambiente durante uma hora. Posteriormente pipetou-se
para o centro dos DBS, semi-secos, o volume das fortificagbes de BRP, CERA, NESP
e EPO-Fc que ficaram a temperatura ambiente por mais uma hora. Testaram-se 5
concentragdes distintas, C1-C5 (Tabela 3.1), tendo em conta a Tabela 1.2
correspondente ao MRPL das amostras de sangue, descrito no TD2022EPO.
Numa segunda fase, testaram-se concentracdes mais baixas (C6-C7) das 4 ERAs, seis
spots com 60 pL de sangue capilar foram preparados e fortificados nas mesmas
condigbes (C2-C7)(Tabela 3.1).

Tabela 3.1- Concentragfes testadas, em amostras de DBS, para o parametro Limite de Deteg&o (LOD)

Concentracéo
ERA (pg/mL)
C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7

BRP

(mUImL) 75,6 50,4 25,2 12,6 6,3 4,73 3,15
NESP 75,6 50,4 25,2 12,6 6,3 4,73 3,15
EPO-Fc 382 248 124 62 31 23,3 15,5
CERA 750 500 250 125 62,5 46,9 31,3

3.5.3. Robustez/ Comparacéo de diferentes marcas de DBS
A robustez de um método é uma medida da sua capacidade de permanecer inalterado

apos a introducéo deliberada de pequenas alteragdes nos parametros desse método
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tais como mudanca de operador; utilizacdo de diferentes lotes de alguns reagentes
(MOPS, anticorpo primario, estreptavidina conjugada com HRP, entre outros), alteracdo
das condicdes do blot e, a principal alteracdo, que consistiu na comparacao de seis
marcas de papel de filtro/DBS/VAMS, de forma a compreender o impacto nha

recuperacao das ERAs. Foram testados os seguintes materiais:

Whatman — 903 Protein Saver Card;

Whatman — Papel de filtro n°1;

Neoteryx — VAMS

DBS Systems SA - Microsampling HemaXis DB10 kits

MAIIA — Dried Blood Spot Collection Card for erythropoietin analysis
Macherey-Nagel — Papel de filtro

O O O O O O

Para cada tipo de suporte foram testadas amostras com 60uL de sangue capilar e com
60 L de sangue capilar fortificado a concentracdo (C2) (Tabela 3.1). Todas as amostras
foram preparadas segundo o descrito no ponto 3.6.3 Imunopurificacdo das amostras de
DBS — Kit 1430, MAIIA.

Os Microsampling HemaXis DB10 kits, da empresa DBS Systems SA, os Dried Blood
Spot Collection Card for erythropoietin analysis, da empresa MAIIA e os VAMS, da

empressa Neoteryx, foram gentilmente fornecidos pelas respetivas empresas.

3.5.4. Estudo de estabilidade e capacidade de identificacéo

O estudo de estabilidade permite avaliar a estabilidade dos compostos, de forma a
concluir se ocorre degradagédo dos mesmos.

As amostras de urina (U1-U4), soro (S1-S4) e DBS (DBS1-DBS4), solicitadas aos quatro
voluntarios, que foram preparadas e aliquotadas: 7,5 mL de urina, 500 pL de soro e
60uL de sangue capilar nos DBS 903 Protein Saver Card, Whatman. Todas as amostras
foram fortificadas com a mesma quantidade de BRP, CERA, NESP e EPO-Fc: 3,02 mUI;
30,0 pg; 3,024 pg e 14,8 pg respetivamente. Conservaram-se a diferentes temperaturas
durante diferentes periodos de tempo.

O estudo da estabilidade envolveu 4 fases distintas de acordo com o tempo de
conservacgédo aplicado as amostras em estudo. Numa primeira fase, as 4 amostras das
diferentes matrizes foram analisadas de imediato, representando o tempo zero. Numa
segunda fase, cada matriz foi conservada a trés temperaturas distintas: temperatura
ambiente, 4°C e -20 °C, durante um més e a terceira e quarta etapa, idéntica a segunda,
a diferenca consistiu no aumento do periodo de conservacao, sendo este de dois e trés
meses respetivamente. Os DBS armazenados durante um, dois e trés meses foram

colocados dentro de saco de armazenamento com um agente exsicante de silica gel.
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3.6. Procedimento experimental

De acordo com o descrito no documento técnico, TD2022EPO, de pesquisa de EPO e

ERASs, sao diversos os passos associados a este procedimento analitico (61,62):

Imunopurificacdo da EPO e ERAs presente na amostra (urina, soro e DBS);
Eletroforese por SAR-PAGE;

Blot ou transferéncia basica e bloqueio com leite;

P O N PR

Incubacdo automatizada do anticorpo primario e estreptavidina conjugada com
HRP;
Detec¢do quimioluminiscente;

Tratamento dos resultados (GASepo).

A primeira etapa consiste na preparacdo da amostra através de um processo de
purificacdo por imunoafinidade da EPO e ERAs e tem como principais objetivos eliminar
interferentes e isolar as proteinas especificas para obtencao de um resultado robusto e

inquestionavel.

3.6.1. Imunopurificagdo das amostras de urina — ELISA, StemCell

A preparacdo utilizando placas ELISA, da empresa STEMCELL, € um ensaio enzimatico
para detecdo de EPO urinaria humana (UEPO) e recombinante (rEPO). O ensaio utiliza
dois anticorpos monoclonais criados contra a EPO urinaria humana, que se ligam a dois
epitopos da EPO e apresentam uma ligacdo de elevada afinidade tanto a EPO
endbégena como a recombinante.

Inicialmente, a 7,5 mL de urina, ajustou-se o pH da amostra com tampao 3,75 mM Tris-
HCI (pH 7,4) e verificou-se o mesmo com tiras de teste de controlo de pH, confirmando-
se o0 pH préximo de 7. A amostra foi ultra-filtrada em tubos Ultra Amicon-15 (30 kDa) e
as lavagens efetuadas com tampao 50 mM Tris-HCI (pH 7,4). Posteriormente, a amostra
foi concentrada por centrifugacdo em tubos Amicon Ultra-0,5 (30 kDa) e purificada
overnight a 4°C em placas de ELISA revestidas com anticorpos. No dia seguinte, os

pocos foram lavados com tampao fosfato-salino (PBS) e secos a temperatura ambiente.

3.6.2. Imunopurificacdo das amostras de soro — Kit 1390, MAIIA
O kit de purificacdo da EPO, da empresa MAIIA, através da adi¢cdo de tampdes, permite

a dissolucdo de precipitados e, ap0s filtragdo da amostra, por vacuo, através de uma
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coluna de gel, que contém resina, imobiliza anticorpos anti-EPO e captura tanto bEPO
como rhEPO, e também epoetinas, tais como NESP, CERA e EPO-Fc.

O procedimento tem por base as orientacdes descritas pelo fabricante(64).

A 500 uL de soro foram adicionados tampdes do kit (Exposure Aid e Buffer for serum) e
agua. Esta solucéo foi incubada a temperatura ambiente; filtrada com filtros 0,22 um e
posteriormente purificada ao ser filtrada pela coluna anti-EPO num sistema de vacuo
(KNF Laboport) a um fluxo de 0,5-1 mL/min. Adicionou-se o tampdo de eluicao,
especifico para SAR-PAGE, de forma a eluir a EPO e ERAs presentes na coluna. Por
fim, a amostra foi concentrada por centrifugacéo nos tubos Ultracell YM-30(64).

3.6.3. Imunopurificacdo das amostras de DBS — Kit 1430, MAIIA

O procedimento tem por base as orientacdes descritas pelo fabricante(65) e o principio
do kit é idéntico ao descrito para o Kit 1390 (ponto 3.6.2 Imunopurificacdo das amostras
de soro — Kit 1390, MAIIA).

Os spots foram recortados com umatesoura, previamente desinfetada, e incubados com
o tamp&o para soro durante 90 minutos sob agitacdo lenta end-over-end. A solucao foi
purificada ao ser filtrada pela coluna de gel anti-EPO num sistema de vacuo (KNF
Laboport) & pressdo de 300 mBar. Adicionou-se o tampé&o de elui¢cdo, especifico para
SAR-PAGE, de forma a eluir a EPO e ERAs presentes na coluna. Posteriormente a

amostra foi concentrada por centrifugagcdo em tubos Ultracell YM-30.

3.6.4. Eletroforese por SAR-PAGE

As proteinas foram desnaturadas através do aumento da temperatura, a 95 °C
(Thermomixer Comfort, Eppendorf), sendo convertidas numa estrutura linear. O
ditiotreitol (DTT) adicionado, cliva as pontes dissulfeto obtendo-se uma densidade de
carga uniforme. Posteriormente adicionou-se tampdo SAR sample (4x) (106mM Tris—
HCI, 137mM Trizma® base, 8% N- Lauroylsarcosine sodium salt, 0.5mM EDTA, 10%
glicerol, 10mM DTT, vermelho de fenol). O EDTA forma o complexo ido metélico [Fe(ll1)]
que previne os grupos-SH da EPO, intencionalmente formados na preparacdo da
amostra para aumentar a forma definida da banda, de serem reoxidados e
aleatoriamente associados durante a eletroforese. A reassociacdo das pontes S-S
levam a um aumento das bandas difusas, sendo este um passo critico. Foi entdo
adicionado bissulfito de sédio (antioxidante) ao tampao de corrida para obter bandas
nitidas, denominando-se solucdo catodica.

A electroforese foi realizada utilizando XCell SureLock MidiCell/MiniCell com géis
NuPAGE Novex 10% Bis-Tris 1.0-1.5 mm. O MidiCell/MiniCell € montado de acordo com
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as instrucbes do fabricante. A cuba foi preenchida com tampédo de corrida (50mM
MOPS, 50mM Trizma® base, 0.1 % N-Lauroylsarcosine sodium salt, 1mM EDTA) e
solucdo catddica. Utilizando micropipetas calibradas e verificadas, foram aplicados no
gel as amostras purificadas por imunoafinidade (15 pL) e ERA-MIX3. Inseriu-se a cuba
numa caixa de plastico num ambiente frio, de forma que 0 aumento da temperatura nao
criasse uma distor¢ao do nivel das bandas eletroforéticas. Com recurso a eletrophoresis
power supply — EPS 3501 XL criaram-se as condicBes constantes da corrida, 200V

durante 75 minutos.

3.6.5. Blot ou transferéncia basica e bloqueio com leite
Para fazer o blot do gel de poliacrilamida com a membrana PVDF (Fluoreto de
Polivinilideno) ativou-se a membrana com metanol, &gua, e tampao blot (48 mM Tris, 39
mM glicina, 0,00375% SAR, e 20% metanol). A sanduiche foi composta por papel blot,
a membrana PVDF ativada e o gel equilibrados em tamp&o blot. A transferéncia no
equipamento TE77 ECL Semi-Dry Transfer Unit, realizou-se durante 45 minutos a
1,54mA/cm?. Posteriormente blogqueou-se a membrana com leite sem gordura a 5%,
durante 45 minutos, impedindo interacdes n&o especificas, aumentando assim a

sensibilidade do método.

3.6.6. Incubacdo automatizada do anticorpo primario e
estreptavidina conjugada com HRP;

A membrana foi lavada com PBS e todas as etapas subsequentes de incubacgéo e
lavagem foram realizadas num processador automatico, BlotCycler (Precison
Biosystems), a 4 °C. Colocou-se a membrana numa bandeja e nas respetivas zonas do
equipamento depositaram-se 3L de PBS, o anticorpo de rato biotinilado com anti-EPO
humana - clone AE7A5 BAM2871 (0,5 png/mL em 1% LFM/PBS) e a estreptavidina
conjugada com HRP (1:2000 em 1% LFM/PBS). O anticorpo reconhece um epitopo
dentro dos primeiros 26 aminoacidos no terminal NH, da EPO humana que ao ser
conjugado com a biotina, vai permitir que sejam criados multiplos locais para a ligacdo
do complexo biotina-estreptavidina, marcado com HRP que é a substancia propiciadora
da visualizagdo. Uma vantagem para a utilizagdo deste anticorpo, € a sua elevada
sensibilidade, até cerca de oito vezes mais do que 0 mesmo anticorpo nao biotinilado
(MAB2871). O BlotCycler foi programado de forma a permitir as incubagdes e lavagens

tendo o programa uma duracgéo total de 19 horas (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2- Condic¢des do programa no BlotCycler

ETAPA DU.RACAO
(minutos)
Anticorpo primario 720

Lavagem
Estreptavidina conjugada com HRP

Lavagem

5 x 9 ciclos de lavagem
300

5 x 9 ciclos de lavagem

3.6.7. Detecdo quimioluminiscente.

A detec¢do quimioluminescente é o Ultimo passo do procedimento analitico.

Sobre a membrana PVDF é adicionada uma solucdo Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific) que consiste na juncdo do
luminol, que é o substrato, com peréxido de hidrogénio (H2O2). O luminol oxida na
presenca de HRP e H,O, criando um estado de excitagdo (3- aminoftalato) que é visivel
ao emitir luz num determinado comprimento de onda. Este passo foi realizado utilizando

a camara CCD LAS-4000 (Fujifilm) permitindo assim a visualizacdo das bandas

especificas de cada um dos compostos.

3.6.8. Tratamento dos resultados
As imagens foram tratadas e analisadas com o auxilio do software GASepo versao 2.3,

que permitiu a analise qualitativa de resultados de SAR-PAGE para detecéo de EPO e

das ERAs(66).
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4. Resultados e discussao

4.1. Amostras biologicas

Apbés a colheita, as amostras de urina dos quatro voluntarios, foram submetidas aos
testes pré-analiticos que consistiram na medicdo do pH no potencibmetro (FiveEasy
Plus™ Mettler Toledo) e da densidade no refratdmetro (ATAGO™ Digital Hand-Held
Pocket Refractometer: PAL-10S) (Apéndice 5 - Tabela 8.5). O pH variou entre os 5,51
e 6,59 apresentando valores normais, ndo havendo assim sinais de degradacdo das
amostras. A densidade minima permitida para o volume colhido € de 1,003 e todas as
urinas apresentam valores superiores (4).

As colheitas de sangue capilar para DBS realizadas, aos 30 voluntarios demoraram em
média 2-3 minutos, demonstrando que a colheita de DBS é rapida e pratica. Esta acao
permitiu volume suficiente para dois spots de 60 pL cada um. Comparativamente com o
volume de sangue capilar utilizado nos estudos desenvolvidos no doping (cerca de
20pL)(Apéndice 4 - Tabela 8.4), a utilizacdo de volume no presente estudo foi
substancialmente superior, 60 pL/spot, e a justificacdo para a escolha deste volume
encontra-se detalhada no ponto 4.4 Parametros de analise.

Procedeu-se a secagem dos spots, que demorou em média duas horas até o papel ter
aparéncia seca e cor vermelho-escuro, em vez de vermelho-claro, que é sua cor logo
apos a colheita. De forma a compreender o impacto que esta forma de colheita teria nos
controlos de dopagem e na conservacao da EPO e ERAS, seria interessante, no futuro,
avaliar diferentes tempos de secagem, de forma a encontrar um minimo aceitavel e
confortavel tanto para praticantes desportivos como para responsaveis das colheitas.
Posteriormente a secagem dos spots, os mesmos foram medidos com uma régua,
variando os resultados entre 12-15 mm (Apéndice 6 - Tabela 8.6). O tamanho das
amostras de DBS tém demonstrado a sua diminui¢cdo de forma proporcional e linear com
0 aumento do valor do hematdcrito. No presente estudo este fator ndo tem influéncia,
pois o0 sangue foi medido (60 pL) antes de ser colocado no suporte. A grande maioria
dos resultados, 90%, encontram-se entre os 13-14 mm, demonstrando a proximidade
da medida, na dispersao do sangue no suporte, independentemente do hematécrito dos
voluntarios (35,9%-48,4%). Estes resultados demonstram que é possivel realizar a
colheita de sangue capilar sem recurso a um instrumento de medicéo, tal como a
micropipeta, e apenas controlar o volume com um diametro pré-definido que necessita
de ser preenchido na sua totalidade. Desse modo, o responsavel pela colheita saberia

0 volume necessario.

54



4.2. Hemograma

Da analise ao tubo de EDTA no XN-1000 Hematology-analyser da Sysmex, resultou um
hemograma completo (Apéndice 6 - Tabela 8.7) com o foco de interesse direcionado
para o valor do hematécrito (Apéndice 6 - Tabela 8.6) que apresentou um valor minimo
de 35.9%, maximo de 48.4%, obtendo-se uma média de 41.13%. A dispersdo dos
resultados € baixa, encontrando-se dentro dos intervalos esperados para individuos
saudaveis do género masculino e feminino e da classe etaria. Todos os hemogramas

foram analisados e validados.

4.3. Questionario

Foram recolhidos e analisados os trinta questionarios de todos os voluntarios que
participaram no presente estudo. O questionario consistiu em 3 perguntas, na primeira
foi pedido aos voluntarios para ordenarem a colheita da matriz preferencial, existindo 3
opcdes (urina, sangue venoso e capilar). A matriz preferencial de 73.3% dos voluntarios
€ a urina e, também 73.3% dos voluntarios classifica 0 sangue venoso como a op¢ao
gue menos prefere (Apéndice 7 - Grafico 8.1). O sangue capilar encontra-se na
segunda opc¢ao mais votada pela escolha de 63.3 % dos voluntarios. A selecao prende-
se com o facto de a colheita de urina ser uma técnica menos invasiva e ndo estar
associada a dor. No entanto em contexto de controlo de dopagem um facto que pode
deixar determinadas pessoas desconfortaveis é a micgdo ser controlada visualmente
pelo responsavel do controlo, sendo considerado para muitas pessoas uma invasao da
sua privacidade. A segunda e terceira pergunta envolveu quantificar numa escala
numérica do nivel de dor, em que 1 correspondia a “sem dor” e 10 a “dor elevada”, da
colheita de sangue venoso e sangue capilar. A média de classificacdo de dor para a
colheita de sangue venoso foi de 3,8 (dor ligeira-moderada), enquanto para o sangue
capilar foi de 2,3 (dor nula-ligeira)(Apéndice 7 - Tabela 8.8). Na classificagdo de
sangue venoso, 3 voluntarios atribuiram valores méaximos de 7 e 8 correspondendo a
dor moderada-elevada. Pela distribuicdo do Gréfico 8.2 e Gréafico 8.3 é evidente que o
sangue capilar se encontra com uma distribuicdo maior nos niveis mais baixos de dor;
83.3% dos voluntarios d& valores entre 1-3 (dor nula-ligeira).

O valor médio, do presente estudo, para o nivel de dor da colheita de sangue capilar
(2,3) no dedo é mais elevado comparando os resultados descritos por Solheim et al., no

qual o valor médio € 1,8 (dor nula-ligeira).
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Estes resultados demonstram a perspetiva dos voluntérios relativamente as colheitas e
€ evidente que a colheita de sangue capilar para os DBS é menos intrusiva e dolorosa,

havendo a preferéncia desta comparativamente com a colheita de sangue venoso.

4.4. Parametros de analise

Anteriormente as colheitas de sangue capilar dos trinta voluntarios, o método foi testado
e otimizado, de forma a definir qual o volume a trabalhar nos pardmetros em estudo.
Foram testados trés spots com volumes de sangue distintos (20, 40 e 60 pL). Todos os
resultados foram obtidos com sucesso e foi possivel observar o resultado esperado, a
banda enddégena (bEPO)(Figura 4.1). Apesar de ter sido possivel ver as bandas
expectaveis, € importante realcar que a intensidade das bandas é significativamente
inferior as presentes nas amostras de urina e soro/plasma, o que resulta num aumento
de background e menor relacao sinal/ruido. No entanto com o aumento do contraste, no
Software GASepo, € possivel visualizar uma maior intensidade das bandas. Outra
alternativa que futuramente podera ser testada séo as condi¢des do blot, de forma a
possibilitar a transferéncia da bEPO do gel para a membrana, testando diversas
variantes, tais como duracéo de tempo e amperagem.

A concentragdo de EPO varia de individuo para individuo, habitualmente num spot com
cerca de 60 pL de sangue, a um hematécrito de 40%, a bEPO expectavel vai de 0,300-
1,700 pg,(44) o que origina diferentes intensidades da banda EPO, este fator influenciou
a escolha do volume final, pois apesar de na amostra analisada ser visivel todos os
volumes, optou-se por selecionar os 60 pL por apresentar uma banda mais intensa e
confortavel para a analise dos resultados permitindo ver concentracbes que se
encontrem dentro da sensibilidade do método.

Segundo as regras dos controlos de dopagem, existe a necessidade de colher volume
suficiente para o método de triagem (ITP) e confirmacdo e eventualmente repeticao,
caso haja necessidade. O TD2021DBS obriga uma colheita de, pelo menos, 2 spots (2
x 20 yL) para a amostra “A” e um spot (1 x 20 yL) para a amostra “B”. De acordo com
os resultados obtidos e atendendo a que o volume ideal selecionado foi de 60 pL, numa
colheita de sangue capilar para DBS e posterior analise de EPO e ERAs aconselha-se
a colheita de dois spots de 60 pL para a amostra “A” e um spot com de 60 pL para a
amostra “B”, totalizando um volume de 180 pL. Este volume, para alguns individuos por

exemplo com baixo fluxo sanguineo, podera envolver mais do que uma puncdo. A
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reducdo do volume poderia ser uma solu¢do, mas envolve a diminuicdo da quantidade
de EPO e ERAs, o0 que levaria a uma diminuicdo da sensibilidade e consequentemente

menor capacidade de detetar concentracdes mais baixas.

CERA

EPO-Fc -— -

NESP

Dynepo

ERA-MIX 3 NIBSC 60 uL 40 uL 20 uL ERA-MIX 3

\ )

CN

60 uL 40 uL 20 uL

Figura 4.1- Resultado SAR-PAGE, para definicdo do volume de trabalho (20,40 e 60 pL).
ERA MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA. NIBSC (0,2
mul)

4.4.1. Seletividade
O estudo da seletividade permite a um laboratério fazer a avaliacdo de bandas
inespecificas que possam interferir com a avaliacdo dos resultados e que podem
conduzir a emisséo de resultados falsos positivos, uma das grandes preocupacdes do
mundo do doping. Para este estudo, analisaram-se 30 DBS de diferentes voluntarios,
em trés momentos distintos. Na Figura 4.3 encontram-se os resultados das amostras
de DBS 1-4, na Figura 4.2 as amostras DBS 5-12 e por fim na Figura 4.4 as amostras
DBS 13-30. Em algumas amostras analisadas durante o estudo, observaram-se bandas
inespecificas na zona da EPO-Fc. O mesmo foi observado num estudo semelhante
realizado por Heiland et al.(67). Tal fendmeno é igualmente comum em amostras de
soro/plasma, devido a elevada quantidade de proteinas presentes. A presenc¢a da banda
inespecifica ndo afeta a leitura da EPO, nem das ERAs, no entanto devera ser evitado
especialmente em procedimentos de confirmacdo. Segundo o TD2022EPO, um método
de confirmacédo tem de se distinguir do método de triagem por uma das seguintes

opcoes: aplicacdo de um procedimento de imunopurificagcéo diferente, utilizacdo de uma
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técnica distinta de separacdao eletroforética (IEF-PAGE vs. SDS-PAGE vs. SAR- PAGE,

quando aplicavel), realizacdo de um duplo blot quando é utilizado o anticorpo biotinilado

no meétodo de triagem e ainda a utilizacdo de um anticorpo de detecdo diferente.

Atendendo as regras descritas, alternativas de técnicas de imunopurificacdo poderao

ser exploradas, tais como ELISA, MAIIA e beads magnéticas, e/ou a possibilidade de

realizacao do duplo blot para reducéo das bandas inespecificas.

. CERA
- EPO-Fc
. NESP
|.. |,

1 2 3 4 ERA-MIX 3
\ )

DBS

Figura 4.3- Resultado SAR-PAGE seletividade.
Amostras DBS 1-4. ERA-MIX 3: Mistura de
materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e
CERA

CERA -—

EPO-Fc

NESP

Dynepo

A X S8 E

ERA

ERA
MIX 3 12

5 6 7 8 9 10 11 it

DBS

5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4.2- Resultado SAR-PAGE seletividade. Amostras DBS 5-12.
ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-
Fc e CERA

Todas as amostras apresentaram a banda endégena abaixo da linha de cut-off definido

pela epoietina delta e nenhuma apresentou bandas inespecificas. O GASepo calcula

um parametro denominado volume absoluto da banda, que s&o valores diretos de

célculos internos que se encontram relacionados com as intensidades dos pixéis da

camara usada para detecdo da imagem. Tal como referido, as bandas apresentam

diferentes intensidades, sendo umas mais intensas (DBS 1-3, 6-7 e 11) e outras menos
intensas (8-10, 15 e 27) (Apéndice 8 - Tabela 8.9).
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Figura 4.4- Resultado SAR-PAGE seletividade. Amostras DBS 13-30. ERA-MIX 3: Mistura de materiais
de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Todas as bandas de bEPO foram visiveis e analisadas demonstrando que o método
apresenta uma sensibilidade de 100%. Segundo o Apéndice 6 - Tabela 8.7 € possivel
observar que os valores de HCT mais baixos correspondem as amostras 8, 9, 13, 24 e
30 e destas apenas as amostras 8 (35.9%) e 9 (36.6%) apresentam uma intensidade
mais baixa (Apéndice 8- Tabela 8.9). Por outro lado, as amostras 24 e 30, com HCT de
36.8% e 37.2% respetivamente, correspondem as bandas analisadas mais intensas. A
medi¢do do volume antes da aplicacdo no suporte foi a forma que se encontrou de
excluir o bias do HCT e os resultados demonstram concordancia com esse facto.
Verificou-se que as diferentes percentagens de hematdcrito, com intervalo de 35.9 a
48.4%, ndo afetaram a detecdo de bEPO.

Demonstrou-se também que a analise de sangue capilar, em DBS, que sofre
imunopurificacdo, através do Kit MAIIA 1430, seguido de Western-blot com eletroforese
SAR-PAGE, é um método capaz de detetar bEPO, demonstrando ser altamente
sensivel e especifico. De forma a aumentar a sensibilidade, principalmente para a
detecao de concentragfes baixas, é importante explorar a otimizagdo do método. Testar
diferentes tempos e condi¢cbes de incubacdo end-over-end na imunopurificacéo,
volumes de tampéao de eluicdo, condicBes de blot podem ser alguns dos exemplos a ser

testados no futuro.
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4.4.2. Limite de detecédo (LOD)

De forma a testar a quantidade minima de analitos que podem ser detetados pelo
método foi feito o estudo do Limite de Detecao (LOD). Para tal, foram fortificados 5 DBS,
previamente preenchidos com 60 uL de sangue capilar, com 5 concentracfes de 4 tipos
de materiais de referéncia de ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA) para avaliar a
capacidade de detecdo da concentragdo mais baixa.

Em todas as concentracdes, C1-C5 (Tabela 3.1), foram observadas as bandas das 4
ERAs distintas. A sua detecéo e identificacdo foi feita com base na posicéo do perfil da
banda no software analitico GASepo, em conformidade com o TD2022EPO, mostrando
que a imunopurificacdo e o Western blot ndo afetaram a mobilidade das ERAs.
Através da observacdo da Figura 4.5 e da avaliacdo dos volumes absolutos do
Apéndice 8 - Tabela 8.10 é possivel analisar a diminui¢cdo da intensidade das bandas
a medida que a concentracdo diminui. Todas as concentracdes sdo possiveis de
observar, inclusive a C5, apesar de necessitar de maior contraste, bem como todas as
bandas das respetivas ERAs. Tendo em conta que todas as ERAs foram observadas ao
visualizar os resultados da C1, com uma concentragcdo muito intensa, complementou-
se a analise do LOD com a testagem de concentra¢cdes mais baixas, retirando o C1 para

ndo ofuscar a intensidade de concentrag6es mais baixas (Figura 4.6).

CERA

- - -] cox

NESP

Dynepo

NIBSC c1 Cc c3 ca c5 ERA-MIX 3

Figura 4.5- Resultado SAR-PAGE para o Limite de dete¢cdo (LOD). Cinco
concentragbes, C1-C5 de 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA). NIBSC (0,2
muUl). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e
CERA
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Figura 4.6- Resultado SAR-PAGE para o Limite de detecédo (LOD). Seis
concentragfes, C2-C7 de 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA). NIBSC
(0,2 mul). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP,
EPO-Fc e CERA

Durante o estudo do LOD foi também avaliada a robustez do método. Neste sentido,
aumentou-se a duracéo do blot de 45 para 75 minutos e testou-se os Dried Blood Spot
Collection Card for erythropoietin analysis, da empresa MAIIA. A andlise destes
resultados permitiu observar a banda da CERA, NESP e BRP na C6 e C7 e de EPO-Fc
na C5. A diferenca de intensidade da CERA entre ambas as figuras (Figura 4.5 e Figura
4.6), podera ser resultado de uma maior afinidade com o DBS e/ou o aumento da
duracéo do blot.

O TD2022EPO, que define como obrigatério que o valor do LOD correponda a, pelo
menos, 50% do valor do MRPL. Na C7, se compararmos com 0os MRPLs das ERAs para
soro/plasma (Tabela 1.2), corresponde a 1,25 vezes o valor para a CERA; 0,32 vezes
o valor do NESP e BRP e a C5 corresponde a 1,25 vezes o valor da EPO-Fc. A CERA
e EPO-Fc apresentam valores mais elevados, e como seria de esperar, as quantidades
detetdveis em DBS sdo mais baixas, pois o volume dos DBS é menor (60 pL),
comparativamente com o volume de urina (7,5 mL) e sangue (500 pL), que sdo 125 e 8
vezes mais altos.

Baseado nos resultados obtidos os limites de detecéo séo: 31,3 pg/mL para a CERA;
31 pg/mL para a EPO-Fc; 3,15 pg/mL para o NESP e 3,15 mUI/mL para o BRP (Tabela
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4.1). Estes resultados demonstram que, caso sejam analisados futuramente amostras
de sangue capilar em DBS havera a necessidade de definir valores de MRPL realistas
para a CERA e EPO-Fc, tendo em conta que os valores de NESP e BRP encontram-se
bem definidos. De forma a cumprir as regras do LOD, pelo menos 50% MRPL, os valores
estabelecidos para o MRPL deveriam rondar 2,5 vezes os valores definidos para o LOD.
Comparando o estudo realizado por Heiland et al., os mesmos valores de LOD foram
definidos para EPO-Fc , ambos 31 pg/mL, e valores inferiores no presente estudo foram
definidos para NESP (3,15 pg/mL), CERA (31,3 pg/mL) e BRP (3,15 mUIl/mL), pois os
obtidos por Heiland et al. foram 12,6 pg/mL; 62,5 pg/mL e 3,7 muUl/mL
correspondentemente (67).

Tabela 4.1- Valores de LOD em sangue capilar (DBS) definidos para as ERAs: CERA, EPO-Fc, NESP e
rEPO (BRP), resultados obtidos pela leitura da Figura 4.6

LOD
ERA pa/mL
BRP (rEPO)
(mUl/mL) 3,15
NESP 3,15
EPO-Fc 31
CERA 31,3

4.4.3. Robustez/ Comparacéao de diferentes marcas de DBS
A robustez é a capacidade de um determinado método permanecer inalterado apés a
introducdo deliberada de pequenas alteracbes. Neste sentido, para a avaliacdo da
robustez foram aplicadas algumas alteracdes, tais como diferentes lotes de reagente:
anticorpo de rato biotinilado com anti-EPO humana - clone AE7A5 BAM2871 (Bio-
Techne), no qual foram utlizados o Ilote CLNMO072103 e CLNM0721021,
Streptavidin:Biotinylated Peroxidase Complex (Biospa) com utilizacdo do lote 464-1 e
480-3 e MOPS (Sigma) utilizando os lotes #BCBD6511 e #BCBZ7716. Também foram
utilizados dois tipos distintos de géis de poliacrilamida, o NUPAGE Novex 10% Bis-Tris
Gels 1,5 mm 10 wells e o NUPAGE Novex 10% Bis-Tris Gels 1,0mm 20 wells, que
apresentam diferentes tamanhos, espessuras e condi¢des da eletroforese e do blot. A

estabilidade a um e dois meses, descrita no ponto 4.4.4 Estudo de estabilidade e
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capacidade de identificacdo , foi realizada por diferentes operadores na matriz urina
(Figura 4.12 e Figura 4.15). Relativamente a equipamentos, foram utilizadas diferentes
fontes de alimentacédo e unidades de transferéncias TE77 ECL Semi-Dry Transfer Unit.
Diferentes DBS e condi¢des de blot foram testados para o parametro do LOD. O método
demonstrou ser robusto uma vez que todas as alteracdes acima mencionadas néo
influenciaram os resultados.

Sendo o principal objetivo do estudo compreender a viabilidade da detecdo de ERAs
em DBS, foram selecionados diferentes suportes DBS e VAMS. Para comprovar se o
método é robusto com a alterac¢é@o do suporte escolhido, e por outro, apresentam todos
sensibilidades aproximadas na detecdo de ERAs. De forma a comparar os diversos
produtos no mercado, que respondem a diferentes necessidades, testaram-se seis
suportes distintos, nos quais foram analisadas amostras negativas e fortificadas com as

guatro ERAs:

e 903 Protein Saver card (Whatman) — suporte selecionado para analise dos
parametros descritos anteriormente (LOD, Seletividade, ...) por se estar a
pesquisar uma glicoproteina, pelas referéncias bibliograficas (68-70), pela
capacidade de volume (75-80 L) e pela acessibilidade no valor de compra.

o Dried Blood Spot Collection Card for erythropoietin analysis — da empresa
MAIIA, encontra-se em fase de protétipo, no entanto foi fornecido pela casa
comercial, pelo que ainda ndo se encontra no mercado, no entanto sera o
produto mais especifico para a detecdo de EPO e ERAs e deste modo teria todo
0 interesse em ser testado.

e Papel de filtro Whatman e Macherey-Nagel — foram incluidos no estudo para
compreender até que ponto um material comumente encontrado num laboratério
podera servir para pesquisa de EPO e ERAs.

e VAMS da Neoteryx e o Microsampling Hemaxis DB10 Kits da DBS Systems
SA. — ambos descritos na literatura (54,68,71) e com a vantagem de controlar o
volume colhido e analisado. Optou-se por testar os dois dispositivos para
comparar se teria alguma influéncia na sua escolha e para contornar a questédo
do volume de sangue capilar colhido, de forma a que o hematdcrito ndo fosse

um fator associado a erro.

Em todos os suportes foram utilizados 60 puL de sangue capilar que secaram durante

uma hora e posteriormente foram fortificados com uma solugéo que continha as quatro
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ERAs que secaram sobre o0 sangue durante outra hora. Todos 0s spots passaram pelo
mesmo procedimento de imunopurificacdo e método de detecdo. De forma a comprovar
a robustez do método e excluir eventuais enviesamentos, a comparacao dos diferentes

suportes foi realizada por dois operadores distintos.
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DB10 EPO Papelde Ppaelde DB10 EPO Papel de

Ppaelde filtro filtro filtro

filtro
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Figura 4.7- Resultados de SAR-PAGE para a comparacéo de diferentes suportes de DBS. Do lado
esquerdo apresentam-se os resultados de amostras apenas com bEPO e do lado direito amostras
fortificadas com 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA). NIBSC (0,2 mUI). ERA-MIX 3: Mistura de
materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Os resultados apresentados para a banda enddgena (Figura 4.7 e Figura 4.8),
demonstram bandas visiveis em todos os suportes e as diferengas dos volumes relativos
da banda (Apéndice 8- Tabela 8.11 e Tabela 8.12) sdo minimos. Os gque apresentam
valores mais elevados, e consequentemente bandas mais visiveis, sao o papel de filtro
n°l (Whatman) e o DBS Collection Card para EPO (MAIIA). Os restantes apresentam
valores semelhantes, sendo o que apresenta valores mais baixos é o papel de filtro da
Macherey-Nagel. Também na andlise das amostras fortificadas com ERAs, o papel de
filtro n°1 (Whatman) e o DBS Collection Card para EPO (MAIIA) foram os que
apresentaram melhores resultados. A Unica excecdo é na CERA, que apresenta
melhores resultados nos DBS da MAIIA e no Microsampling Hemaxis DB10 Kits. Os que
mostram volumes relativos de banda e intensidades mais baixas € o 903 Protein Saver
card (Whatman) e o VAMS (Neoterix). No caso do Whatman 903 a banda da EPO-Fc

ndo apresenta sinal analitico. Tal facto verificou-se para a primeira experiéncia realizada
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(Figura 4.7) tendo por isso sido realizado um novo procedimento experimental nas
mesmas condi¢cdes e concentracdes (Figura 4.8). Novamente ndo se obteve sinal para
a banda correspondente a EPO-Fc. Como nho estudo dos restantes parametros LOD e
estabilidade os resultados foram satisfatérios, com a mesma concentracédo de EPO-Fc,
estudos adicionais terdo de ser realizados para esclarecimento destes resultados
obtidos. No entanto poderemos afirmar que os restantes suportes apresentam melhores
resultados do que o 903 Protein Saver (Whatman).

Ao analisar a Figura 4.7 e Figura 4.8 observam-se melhores resultados
especificamente nas bandas enddgenas (bEPO) na Figura 4.8, o que podera ser
consequéncia do aumento do tempo do blot aplicado. J& nas ERAs € possivel observar
um aumento de intensidade da maioria das bandas, mais especificamente do smear
bEPO/rEPO e do NESP. No entanto na EPO-Fc e na CERA também sdo observadas
diferengas significativas.

Dos resultados apresentados é possivel concluir que o papel de filtro n°1 (Whatman) e
o DBS Collection Card para EPO (MAIIA) apresentam bandas mais intensas de ERAs
comparativamente com 0s outros suportes fortificados com a mesma quantidade de
ERAs e volume de sangue (60 pL). O papel de filtro € um material comum nos
laboratérios e ndo apresenta spots delineados, ja o suporte da MAIIA ainda ndo se
encontra a venda, mas é o Unico suporte especifico para a analise de EPO e ERAs. Os
resultados obtidos na presente analise de comparacdo sao os expectaveis.

Outros dispositivos, tais como TAPIl (Seventh Sense Biosystems) e o Tasso-M20
(Tasso), sdo opcdes que devem ser testadas para a andlise de EPO e ERASs, pois
apresentam vantagens tais como a microcolheita de sangue capilar no antebrago, que
demonstrou ser preferencial por parte dos praticantes desportivos e dos responsaveis

pelos controlos de dopagem (41).
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Figura 4.8- Resultados de SAR-PAGE para a comparacéo de diferentes suportes de DBS. Do lado esquerdo
apresentam-se os resultados de amostras apenas com bEPO e do lado direito amostras fortificadas com 4 ERAs

(BRP, NESP, EPO-Fc e CERA). NIBSC (0,2 mUIl). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo,
NESP, EPO-Fc e CERA

4.4.4. Estudo de estabilidade e capacidade de identificacao

Para testar a estabilidade das ERAs ao longo do tempo e em diferentes condi¢des de
conservagdo, foram colhidas amostras de urina, sangue venoso e sangue capilar a
quatro voluntarios, identificadas com DBS1 a DBS4, Ul a U4 e S1 a S4 respetivamente.
Por ser um estudo preliminar foram apenas selecionadas quatro amostras de individuos
de ambos os sexos. As amostras foram conservadas a diferentes temperaturas:
ambiente, 4 °C e -20 °C durante um, dois e trés meses. Para comparar a estabilidade,
no fim destes periodos de tempo, as amostras foram analisadas imediatamente depois
de terem sido colhidas e fortificadas.

As amostras de DBS foram analisadas imediatamente ap0s a fortificagéo (Figura 4.10)
e apresentam bandas intensas e detetaveis em todas as ERAs. O mesmo acontece com
as amostras de urina e soro (Figura 4.9), tal como esperado, por ja se conhecer o
comportamento das ERAs nestas matrizes. A EPO enddgena das amostras de urina e
soro apresenta uma elevada intensidade, apesar disso todas figuram com uma

intensidade que permite facilmente a leitura e consequentemente a sua detecao.
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Figura 4.9- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em soro e urina imediatamente apos colheita e
fortificagcdo das amostras. 1-4 soro: Amostras com 500 pL de sangue soro e fortificacdo de 4 ERAs (BRP, NESP,
EPO-Fc e CERA). 1-4 urina: Amostras com 7,5 mL de urina e fortificacéo de 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA).
NIBSC (1,5 mUl). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA
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Figura 4.10- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em DBS imediatamente apds
colheita e fortificacdo das amostras. 1-4 DBS: Amostras de DBS com 60 puL de sangue venoso total e
fortificag&o de 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA). NIBSC (0,2 mUl). ERA-MIX 3: Mistura de materiais
de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Ao fim de um més todas as amostras foram analisadas nas condicdes referidas
anteriormente. Os DBS, visualmente, ndo apresentaram nenhuma alteracdo fisica,
demonstrando a eficacia da conservagdo no saco de armazenamento com um agente
exsicante de silica gel. Na generalidade, todos os DBS, independentemente da
temperatura de conservacao apresentam bandas intensas em todas as ERAs (Figura

4.11). O DBS4 armazenado a temperatura ambiente, por erro foi perdido na pipetagem
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do gel da eletroforese e ndo se conseguiu recuperar. Desconsiderando este, e tendo
em conta os restantes resultados, seria de esperar que, se tivesse sido pipetado, todos
as bandas para todas as ERAs seriam visualizadas. Ja o DBS2 a 4 °C e 0 DBS1 a -20
°C aparentam menor definicdo das bandas. No caso ho DBS2, apds a eluicdo a 95 °C,
parte do seu volume foi perdido, por abertura da tampa espontaneamente. A CERA do
DBS1 a -20 °C pode ser resultado de uma degradacdo ou de menor passagem das
proteinas do gel para a membrana no blot, ou ainda por perda de volume durante o
processo de imunopurificacdo. A diferenca das temperaturas nédo reflete uma diferenca
significativa na conservacao dos compostos analisados. Apesar das excegdes descritas,
os resultados, apdés um més, permitem concluir que os DBS sdo um suporte que
permitem a estabilidade das diferentes ERAs.

As amostras de urina ao final de um més de conservagao apresentam degradacao das
ERAs em todas as temperaturas, tornando-se mais evidente nas armazenadas a
temperatura ambiente (Figura 4.12). A esta temperatura, apenas € possivel detetar um
smear evidente, tipico do rEPO na amostra U3, as restantes ERAs degradaram-se. De
referir que estas amostras apds a centrifugacéo, apresentavam maior quantidade de

sedimento, por comparacdo com as amostras analisadas imediatamente apds a

colheita.
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Figura 4.11- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de sangue capilar em DBS
conservadas durante 1 més a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. U1-U4: Amostras
de sangue capilar em DBS. NIBSC (0,2 mUI). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP,
EPO-Fc e CERA

A 4°C é possivel, com contraste, observar bandas de BRP, EPO-Fc e CERA em trés
amostras (U2-4). A CERA apresenta melhores resultados a 4 °C comparativamente com
as outras temperaturas nas quais €é totalmente degradada. Apenas numa amostra (U4)

€ possivel detetar NESP. A -20 °C ja é possivel identificar a banda da darbepoietina alfa
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(NESP) em trés amostras (U1-3). As bandas da EPO-Fc sédo detetadas em todas as
amostras das temperaturas 4 °C e -20 °C, no entanto aparenta melhores resultados
conservadas a -20 °C. Comparando estas bandas de EPO-Fc, com as das amostras
analisadas imediatamente apds a sua colheita e fortificacdo, é possivel visualizar um
decréscimo da intensidade das bandas. Passado um més, a degradacao é evidente, ao
apresentar uma banda delgada. Em todas as amostras, armazenadas a 4 °C e -20 °C,
€ possivel detetar o BRP, a excec¢do ocorre na Ul a 4°C.

Esta avaliagdo d& suporte a conservacao das amostras para analise de EPO e ERAs
em amostras de urina e sangue descritas no TD2022EPO, em que no caso de ndo

serem analisadas em 24 horas, devem ser armazenadas a -20 °C até a sua analise.
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Figura 4.12- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de urina conservadas
durante 1 més a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. U1-U4: Amostras de urina.
Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para as bandas de CERA, EPO-Fc da temperatura 4 °C e -20
°C e para as bandas de NESP da temperatura -20 °C. NIBSC (1,5 mUI). ERA-MIX 3: Mistura de materiais
de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

As amostras de soro a temperatura ambiente, apesar de apresentarem sinais de
degradacédo foram utilizadas. Na imunopurificacdo, para estas amostras, a passagem
na coluna anti-EPO do Kit MAIIA demorou cerca de 5 vezes mais tempo do que as
amostras a 4 °C e -20 °C. Desta forma diversas bandas inespecificas aparecem nos

resultados das amostras armazenadas a temperatura ambiente, no entanto nenhuma
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apresenta o mesmo peso molecular e forma das apresentadas no ERA-MIX3 (Figura
4.13). As amostras que foram refrigeradas apresentam, no geral, menor intensidade
das bandas, mas € possivel detetar as bandas do BRP, EPO-Fc e CERA. Ja a
darbepoietina alfa foi degradada a qualquer temperatura de conservacao. As amostras
congeladas apresentam todas as bandas de CERA e BRP. A EPO-Fc foi detetada em
duas amostras (S3-4), demonstrando melhor conservagéo a 4 °C. Tal como detetado
em diversas avaliacbes (17,62), também aqui € demonstrado que a estabilidade da
CERA e da EPO-Fc é superior nas amostras de sangue comparativamente com as

amostras da urina.
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Figura 4.13- Resultados de SAR-PAGE para o0 estudo de estabilidade em amostras de soro conservadas
durante 1 més a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. S1-S4: Amostras de soro.
ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Ao fim de dois meses, todas as amostras voltaram a ser analisadas. As amostras de
DBS apresentaram bandas em todas as ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA) (Figura
4.14). As amostras (DBS2- 4°C e DBS1 a -20 °C) analisadas ao fim de um més
apresentaram pouca intensidade das bandas, no entanto no resultado a dois meses é
possivel observar todas as bandas com a mesma intensidade que as restantes,
excluindo assim a possibilidade de degradacdo. A amostra DBS4 a temperatura
ambiente, que nao foi pipetada no 1° més, por perda de volume da amostra, apresenta
bons resultados, sendo o resultado esperado tal como mencionado anteriormente. A
Unica diferenga possivel de avaliar entre temperaturas de armazenamento, ocorre com
a CERA que a -20 °C apresenta bandas mais intensas comparativamente com as

respetivas bandas a temperatura ambiente e 4 °C.
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E entdo demonstrado que todas as ERAs séo estaveis em DBS quando armazenadas
a temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C durante, pelo menos, dois meses, ndo existindo
degradacéo dos compostos.

Os resultados das amostras de urina ao fim de dois meses (Figura 4.15), séo idénticos
aos apresentados ao fim de um més (Figura 4.12), no entanto algumas bandas
visualizadas ao fim de 1 més apresentam agora degradacdo. O aspeto fisico das
amostras € semelhante ao descrito para o0 1° més, havendo um aumento da quantidade

de sedimento apds a centrifugacdo da preparacdo das amostras.
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Figura 4.14- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de sangue capilar
em DBS conservadas durante 2 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C.
U1-U4: Amostras de sangue capilar em DBS. NIBSC (0,2 mUIl). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de
referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Avaliando os resultados, a Unica amostra visivel a temperatura ambiente, U3, apresenta
uma diminuig&o da intensidade do smear do rEPO e da CERA. As amostras refrigeradas
apresentam também degradacédo na sua generalidade ndo sendo praticamente possivel
observar as bandas da EPO-Fc. A -20 °C a U4 apenas apresenta banda de EPO-Fc,
pois 0 BRP e o NESP foram totalmente degradados.

Continua a ser possivel concluir que as amostras de urina sdo mais estaveis a -20 °C
do que quando armazenadas a temperatura ambiente e a 4 °C.

As amostras de soro também foram analisadas ao fim de dois meses (Figura 4.16) e
diferencas significativas séo visualizadas para as diferentes ERAs. Todas as amostras,
contrariamente as analisadas a um més, foram centrifugadas e foi rejeitado o sedimento
existente, principalmente nas conservadas a temperatura ambiente. Este passo permitiu
que todas demorassem o mesmo tempo na passagem da coluna anti-EPO da MAIIA. E
possivel observar bandas na zona da EPO-Fc e a amostra S1 também apresenta uma

banda de CERA. As amostras refrigeradas sofreram notoriamente degradacdo nas
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bandas de bEPO/rEPO, que j4 ndo é possivel observar na S1 e S4, assim como as
bandas de EPO-Fc e CERA que perderam intensidade na sua generalidade. As
amostras congeladas apresentam os melhores resultados, sendo possivel observar, em
todas as amostras as bandas de bEPO/rEPO, CERA e EPO-Fc. Esta Ultima, no entanto,

apresenta diminuicdo do peso molecular na amostra S1 e S2.
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Figura 4.15- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de urina conservadas
durante 2 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. U1-U4: Amostras de urina.
Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para as bandas de CERA e BRP da temperatura ambiente, 4 °C
e -20 °C, para as bandas de NESP e EPO-Fc da temperatura 4°C e -20 °C. ERA-MIX 3: Mistura de materiais
de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA
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Figura 4.16- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de soro conservadas
durante 2 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. S1-S4: Amostras de soro.
Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para as bandas de CERA e EPO-Fc da temperatura ambiente,
4 °C e -20 °C, para as bandas de BRP da temperatura 4°C e -20 °C. NIBSC (1,5 mUIl). ERA-MIX 3: Mistura
de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Ao fim de trés meses, periodo de tempo obrigatério para armazenamento das amostras
por parte dos laboratorios de antidopagem, analisaram-se as amostras: DBS, soro e
urina.

No processo de imunopurificagdo dos DBS (Figura 4.17) observou-se que 0s spots se
desfaziam com maior frequéncia apds a agitacdo end-over-end, tal facto influenciou a
velocidade da passagem pela coluna anti-EPO por vacuo, sendo esta mais lenta. Em
todas as amostras é possivel observar todas as ERAs, no entanto algumas necessitam
de maior contraste para a sua detecdo, encontrando-se maior incidéncia nas amostras
armazenadas a -20 °C (DBS 1,2 e 4). Comparativamente com os periodos anteriormente
estudados, as amostras DBS3 a -20 °C, DBS 1 a temperatura ambiente e DBS 4 a 4°C
apresentam bandas menos intensas. Tal facto podera ser justificado pela degradacgéo
das amostras ou pela ineficiéncia da imunopurificacdo pelo acumular do DBS junto a
coluna anti-EPO. As amostras armazenadas a temperatura ambiente (DBS 2-4) e
refrigeradas a 4 °C (DBS 1-3) apresentam bandas muito intensas de todas as ERAs,

complementando os resultados observados ao fim de um e dois meses.
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Figura 4.17- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de sangue capilar em
DBS conservadas durante 3 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. Ul-
U4: Amostras de sangue capilar em DBS. NIBSC (0,2 mUI). ERA-MIX 3: Mistura de materiais de referéncia
Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Ao fim de trés meses foi novamente medido o pH as amostras de urina, observando-se
valores concordantes com um processo de degradacdo diretamente proporcional com
0 aumento da temperatura (Apéndice 9 - Tabela 8.13). As amostras de urina (Figura
4.18) congeladas apresentam valores de pH idénticos as analisadas imediatamente
(Apéndice 5 - Tabela 8.5), enquanto que as amostras que foram conservadas a
temperatura ambiente e a 4°C apresentam valores superiores, indiciando atividade
microbiana, o que afeta a estabilidade dos compostos na amostra.

Apo6s andlise da imagem no GASepo, as bandas na zona da EPO-Fc nas amostras
DBS1-3 a temperatura ambiente apresentam um peso molecular ligeiramente superior,
indicando a presenca de bandas inespecificas, resultado da degradag¢éo das amostras.
As amostras de soro, apos centrifugacdo, apresentavam uma elevada quantidade de
sedimento, sendo este maior nas amostras armazenadas a temperatura ambiente.
Estas amostras apresentam bandas inespecificas resultado da degradacao da amostra.
A esta temperatura a presenca de bandas inespecificas demonstram a degradacéo das
amostras. Este mesmo processo ocorre também nas amostras a 4 °C que, ao fim de um
més de armazenamento, aparentava ser a temperatura ideal para BRP, EPO-Fc e
CERA (Figura 4.19). A -20 °C é possivel observar 100% das bandas de BRP e CERA.
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Figura 4.18- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de urina conservadas
durante 3 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. U1-U4: Amostras de urina.
Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para as bandas de CERA e BRP da temperatura ambiente, 4
°C e -20 °C, para as bandas de NESP e EPO-Fc da temperatura 4°C e -20 °C. ERA-MIX 3: Mistura de

materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA
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Figura 4.19- Resultados de SAR-PAGE para o estudo de estabilidade em amostras de soro conservadas
durante 3 meses a 3 temperaturas distintas: temperatura ambiente, 4 °C e -20 °C. S1-S4: Amostras de soro.
Abaixo encontra-se aplicado maior contraste para as bandas de CERA e EPO-Fc da temperatura ambiente,
4 °C e -20 °C, para as bandas de BRP da temperatura 4°C e -20 °C. NIBSC (1,5 mUl). ERA-MIX 3: Mistura

de materiais de referéncia Dynepo, NESP, EPO-Fc e CERA

Na amostra S4 é possivel visualizar uma banda intensa na zona EPO-Fc provavelmente
por ter apresentado uma elevada resisténcia na passagem pelo filtro devido ao elevado
nivel de degradacao.

Os resultados das amostras de urina demonstram, tal como descrito no TD2022EPO,
melhores resultados quando congeladas a -20 °C. A Gnica excecao ocorreu com a CERA
que apresenta melhores resultados quando refrigerada, apesar disso a sua dete¢do ndo

€ possivel ao fim de trés meses. A casa comercial aconselha a refrigeracdo na
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conservacéao deste material de referéncia, no entanto ja é conhecido a sua instabilidade
na urina, apresentando maior sensibilidade no soro/plasma (17,62).

As amostras de soro apresentam degradacao evidente ao fim de um, dois e trés meses,
apresentando, tal como as amostras de urina melhores resultados quando congeladas
a -20 °C. A EPO-Fc e CERA, na maioria dos resultados, comparando com as amostras
de urina, sdo mais estaveis no soro, no entanto o NESP ao fim do 1° més ja nao foi
observado. O rEPO, que representa a maior percentagem de AAFs das ERAs, é mais
estavel nas amostras de sangue, visto ser detetavel em 100% das amostras, enquanto
na urina é detetado em apenas 75%, ao fim de dois meses de conservacao.

No caso dos DBS néo foram observadas diferencas significativas nas temperaturas de
conservacéo, contrariamente ao detetado por Reverter-Branchat et al. que observaram
uma diminuicdo de 59% de rEPO e 9% de NESP em amostras conservadas a
temperatura ambiente comparativamente com as refrigeradas a 4 °C. Apesar de ao fim
de trés meses, trés amostras conservadas a -20 °C apresentam menor intensidade das
bandas de ERAs, que podera ser resultado da ineficiéncia da imunopurificagdo ou
degradacao, foi possivel a detecéo de todas as ERAs em todas as amostras analisadas
a diferentes temperaturas. Atendendo aos resultados obtidos, é possivel transportar e
conservar amostras para analise de EPO e ERAs a temperatura ambiente. Uma vez que
o transporte de amostras pode ocorrer com temperaturas extremas, superiores a 37 °C,
seria interessante no futuro analisar o impacto de temperaturas nesta gama de
estabilidade dos compostos em causa.

Os DBS demonstraram ser um suporte que permite a conservacao (40,42,44,69,72,73)
das diferentes ERAs ao longo de, pelo menos, trés meses, sendo o0 Unico a apresentar
bandas em todas as ERAs no periodo de estudo. Com isto demonstrou-se serem uma
possivel alternativa para a andlise de EPO e ERAs comparativamente com as amostras
convencionais de urina e sangue venoso (soro).

Através do presente estudo de estabilidade dos compostos/capacidade de identificacdo
€ possivel concluir que através da andlise das imagens representadas nas Figura 4.10
e Figura 4.9, que o método utilizado é fit-for-purpose na detecdo das ERAs: BRP,
NESP, EPO-Fc e CERA, em amostras de sangue capilar (DBS).
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5. Conclusao

Uma elevada percentagem dos orgcamentos anuais das autoridades de antidopagem
esta diretamente relacionado com a colheita, transporte e armazenamento das
amostras. As condicbes necessarias sao rigorosas e obrigam a diversos gastos para
cumprir as normas exigidas no ISL pela WADA. Uma alternativa viavel é a colheita de
sangue capilar conservada em DBS, que permite reduzir os custos pelas condi¢bes
logisticas serem menos exigentes. Para além disso é uma colheita menos invasiva,
consistindo numa puncéo, na ponta do dedo, com a obtencdo de 60 uL por spot,
acabando por ser uma alternativa preferencial, pelos praticantes desportivos face a sua
avaliagédo de dor.

O presente estudo que teve como objetivo compreender se 0 sangue capilar em DBS
era um complemento viavel para a detecdo de EPO e ERAs, aplicando a metodologia
ja reconhecida pela WADA e implementada pelos diversos laboratérios antidopagem,
obteve resultados promissores. Dos trinta voluntarios selecionados, obteve-se uma
sensibilidade de 100% ao detetar as bandas de bEPO em todos os individuos. Os limites
de detegéo (LOD) foram definidos em sangue capilar (DBS) para as quatro principais
ERAs: BRP, NESP, EPO-Fc e CERA sendo respetivamente 3.15 mUIl/mL, 3.15 pg/mL,
31 pg/mL e 31,3 pg/mL. Seguindo os valores definidos no TD2022EPO, conclui-se que
€ necessario adaptar os valores do MRPL para as ERAs CERA e EPO-Fc, tendo em
conta que o valor minimo obrigatério é 50% do MRPL definido. Através da colheita e
fortificacdo de amostras de soro, urina e sangue capilar, a quatro voluntarios, obteve-se
uma especificidade de 100% ao identificar em todas as amostras as 4 ERAs analisadas
de acordo com o descrito no TD2022EPO. Da analise das trés matrizes armazenadas a
diferentes temperaturas (ambiente, 4 °C e -20 °C) durante trés meses pode-se concluir
gue os DBS, armazenados a qualquer temperatura dentro de um saco de conservagéo
juntamente com um agente exsicante de silica gel e protegidos de luz, permitem a
conservacao de todas as ERAs, contrariamente as amostras de soro e urina. No entanto
atoma de micro-doses é uma realidade e os valores de LOD obtidos para sangue capilar
em DBS sdo mais elevados do que os definidos para o soro e urina. Juntando a este
facto é importante referir que a analise dos DBS permite apenas a detecdo de poucas
substancias devido ao reduzido volume obtido. Estes resultados permitem concluir que
a colheita de sangue capilar e posterior conservacdo em DBS sdo um complemento
viavel as matrizes urina e soro/plasma na detecdo de EPO e ERAs por métodos

eletroforéticos.
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Figura 7.1- Estabilidade do NESP, apos periodo de armazenamento a longo
prazo (3-5 %2 meses). Adaptado de (44).

Anexo Il

Tabela 7.1- Técnicas eletroforéticas para andlise de ERAs na urina e no sangue (soro e/ou plasma) (48)

ERAs ITP CP
rEPO SDS- ou SAR-PAGE
NESP IEF-PAGE e/ou (SAR-  |EF ou SDS- ou SAR-PAGE
PAGE ou SDS-
CERA* PAGE®) IEF ou SDS- ou SAR-PAGE
EPO-Fc* |EF ou SDS- ou SAR-PAGE

*Devido ao elevado tamanho, que pode afetar a sua excre¢do na urina, a CERA e a EPO-Fc sdo detetadas de forma mais eficiente no

soro/plasma do que na urina.
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Apéndice 1

8. Apéndices

Tabela 8.1- Classes de substancias e métodos proibidos(3)

SO Substancias ndo aprovadas
S1 Agentes anabolizantes
)]
< - Hormonas peptidicas, fatores de crescimento, substancias
% relacionadas e miméticos.
«<
|_
N .
m S3 Beta-2 Agonistas
)
n o
S4 Hormonas e modeladores metabdlicos
S5 Diuréticos e agentes mascarantes
)] , ~ .
'®) M1 Manipulacdo do sangue e dos componentes sanguineos
Q
|9 M2 Manipulacao fisica e quimica
L
= . o
M3 Doping genético e celular
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Apéndice 2

Tabela 8.2- Resumo de valores descritos no Testing Figures Report, de 2013 a 2020, para as amostras de

ERAs em urina e sangue

N° amostras N° amostras ~ AAFs AAFs AAFs % AAFs
urina sangue urina sangue TOTAL
2013 25623 * 61 2 63 1,78
2014 28811 1752 60 5 65 2,06
2015 32999 3219 45 1 46 1,21
2016 43 246 3464 44 22 66 1,37
2017 44 322 4531 56 29 85 1,85
2018 47 955 4792 61 16 77 1,57
2019 51 929 3757 78 14 92 3,40
2020 35 947 1845 29 3 32 3,17

*valor ndo reportado pela WADA no Testing Figures Report (2013)

Apéndice 3

Tabela 8.3- Correlagdo entre a temperatura média no transporte da amostra de sangue com o

periodo de tempo entre a colheita e rece¢éo (27)

Periodo de tempo

Temperatura .
entre a colheita e a
(°C) .
rececao (horas)
15 35
12 41
10 46
9 48
8 50
7 53
6 55
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Apéndice 4

Tabela 8.4- Bibliografia desenvolvida no ambito das analises de dopagem com recurso a Dried Blood Spots (DBS)

Referéncia L A Tipo de DBS e P
- e Aplicacao Classe Substancia P Método
Bibliografica volume
Peng et al Administracao oral de testosterona detectada —\Ii\g]eglrzaenfiltro M
2008 (74) v por glucuronidagao de testosterona medida em | S1- Agentes Anabdlicos Testosterona P GC-MS
DBS em papel de filtro 20 UL
S3 Beta-2-agonistas | Cocaina, salbutamol, Whatman
Thomas et al., - S6- Estimulantes | efedrina/pseudoefedrina, FTA® DMPKABeC
2011 (75) DBS para controlo de analises de dopagem S7- Narcéticos | amfetamina, JWH-018 e LC-MS
S8-Canabindides benzoilecgonina 20 uL
Whatman
FTADMPK-A,BeC
Macherey-Nagel
Desenvolvimento e validagéo | S2- Hormonas  peptidicas, NuclegCards
Méller, et al., de um método de detecgdo espectroscopica de | fatores de crescimento, Peginesatide Sartorius LC-MS
2012 (76) peginesatide massa em manchas de sangue | substancias relacionadas e 9 Papel de filtro TFN
secas para testes de drogas desportivas. miméticos Munktell
Papel de filtro TFN
20 uL
THC, THC-COOH,
Metilhexaneamina,
metilfenidato, cocaina, )
niquetamida, MDEA, N-metil- | Sartorius _
S1 - Agentes anabdlicos | 3,4-metilenodioxianfetamina, | Papel de filtro TFN
Determinacdo  sensivel de  substancias | S3 - Beta-2-agonistas | estricnina, Munktell )
L . ) Espectrometro  de
Thomas et al., proibidas em DBS para controlo de doping por | S4- Hormonas e moduladores | mesocarbo, salbutamol, Papel de filtro TFN massas hibrido
2012 (77) espectrometro de massas hibrido quadrupolo- | metabdlicos formoterol, clenbuterol, Whatman uadrupolo-Orbitra
Orbitrap S8-Canabinodides metandienona, stanozolol, FTA DMPK-C a P p
P1 Beta-blogueante andarina, hidroclorotiazida,
bisoprolol, propranolol, 20 uL

metoprolol, anastrozol,
clomifeno, exemestano ,
dexametasona e budesonida
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Referéncia . ~ A Tipo de DBS e .
o e Aplicacéo Classe Substancia P Método
Bibliografica volume
Quantificacé@o dofator de crescimento _ o .
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) em S2- Hormonas peptldlcas, Adilent
Cox et al., = fatores de crescimento, Bond Elut DMS cards
manchas de sangue seco para detecgao de P . IGF-1 LC-MS/MS
2013 (78) . substancias relacionadas e
abuso de hormonas de crescimento no T
miméticos 20 uL
desporto.
Whatman
Tretzel et al., Utilizagdo de DBS na andlise de controlo de . FTA® DMPK C
2014 (79) doping de ésteres de esteroides anabolizantes S1- Agentes Anabolicos Testosterona LC-MS/MS
20 uL
Agilent
S2- Hormonas peptidicas, gag;(; B?Igl(\jllgm Dry Matrix
Cox et al., Quantificagdo do IGF-1 e dos seus fatores de crescimento, P 9
2014 (80) andlogos sintéticos em DBS substancias relacionadas e IGF-1 Whatman LC-MS
9 osta FTA® DMPK-C
miméticos
20 uL
N S2- Hormonas peptidicas, Whatman
Tretzel et al., DeEe_rmlna(;ao de Synacthen® em DBS para fatores de crescimento, Tetracosactido FTA® DMPK C
andlise de amostras de controlo de doping por PO ) LC-MS/MS
2015 (72) substancias relacionadas e (ACTH)
LC-MS/MS "
miméticos 20 uL
Koiima et al Comparacéo de analise de urina e DBS para a —\é\.ll_h:(;mg&PK c
20115 (81) v detecdo de efedrina e metilefedrina no controlo | S6- Estimulante Efedrina e metilefedrina UPLC-MS/MS
de doping 20 ul.
Determinacdo quantitativa de opiaceos em ) . . Ahlstrom-Munksjo
morfina, codeina, oxicodona,
Verplaetse et al., sangue total - . . Ahlstrom 226 DBS cards
I . . S7- Narcoticos hidrocodona, fentanil e LC-MS/MS
2015 (73) sangue utilizando um sistema automatizado de norhidrocodona
DBS-SPE-LC-MS/MS 10 uL
DBS nos controlos de doping: a Stanozolol Whatman
Tretzel et al., matriz complementar para melhorar as S1- Agentes Anabdlicos . ' . FTA® DMPK C
o ~ - dehidroclorometiltestosterona LC-MS/MS
2015 (82) estratégias de testagem de substancias S6- Estimulantes .
L o e pseudoefedrina
proibidas dentro e fora de competi¢cao 20 uL
- - . . Whatman
Tretzel et al., Analise d_e Melddnio (Mllgronat_o) a partir Eje S4- Hormonas e moduladores . FTA® DMPK C
DBS e urina com sugestéo de incorporacéo da . Meldonium LC-HR-MS/MS
2016 (83) A . metabolicos
substancia nos globulos vermelhos 20 UL
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Referéncia . ~ . Tipo de DBS e .
- e Aplicagéo Classe Substancia P Método
Bibliografica volume
. . ~ . . Whatman
Ferro et al., Avaliagdo da Fibronectina 1 ap6s tratamento C&Qf;;?/;ﬁ;?::g?ggsge '(:t;iti)rr%r;gggirl de IGE-1 e FTA® DMPK C ELISA
2016 (84) thGHem DBS e urina P

dopagem

rhGH)

N&o especificado

Reverter-Branchat et

Determinag&o de Hormona do crescimento,
tomada recentemente, através de uma Unica

S2- Hormonas peptidicas,
fatores de crescimento,

hGH

Whatman
FTA® DMPK C

Imunoensaios

al., 2016 (85) mancha de DBS su_bsfe}nmas relacionadas e B
miméticos 3— 6-mm diametro
Whatman
Cox et al., Deteccao de transfusGes de sangue autélogo M1- Manipulagéo do sangue e Transfusdes de sangue FTA® DMPK C
p s . LC-MS
2017 (86) usando um novo método de DBS dos componentes sanguineos autélogo
20 uL
. . Whatman
Cox et al., Metqd? de Espect,rometna de Massa para a M1- Manipulagdo do sangue e FTA® DMPK C LC-MS e Citometria
Medicéo de Proteinas da Membranas celular p CD71 e Banda 3
2017 (87) ~ . dos componentes sanguineos de Fluxo
em DBS na detecao de doping. 20 uL
Dib et al Triagem de Agonistas do Recetor da Contexto da investigacédo %PK c
N Adiponectina e seus preventiva das andlises de AdipoRon e 112254 LC-HR-MS/MS
2017 (88) . A
metabolitos na Urina e DBS dopagem
20 uL
Whatman
903 Protein saver card
Protti et al Microamostras hematolégicas e LC-MS/MS FTA® DMPK C
2017 (43) v para a andlise de canabindides sintéticos e S8-Canabindides THCs sintéticos e naturais Neoteryx LC-MS/MS
naturais Mitra™
10 uL
S2- Hormonas peptidicas, Whatman
Reverter-Branchat et Detecéo Agentes Estimulantes da eritropoiese | fatores de crescimento, ESAs FTA® DMPK C Eletroforético e
al.,2018 (44) em DBS substancias relacionadas e Western-blot
miméticos 25 uL
Whatman
Thomas et al., Analise de insulina e analogos por LC-HRMS S4- Holrr_nonas e moduladores Insulina e analogos FTA® DMPK C LC-HRMS
2018 (89) metabolicos
20 uL
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Referéncia L. A Tipo de DBS e .
- e Aplicagéo Classe Substancia P Método
Bibliografica volume
Determinagé&o da oxicodona e dos seus Whatman
Protti et al., pr|ncu{a|s m_etabolltos e[n matrlzesf urinarias e S7- Narcéticos Oxicodona 903 Protein saver card LC-MS/MS
2018 (90) sanguineas: Comparacéo de matrizes
tradicionais e abordagens miniaturizadas N&o especificado
Cocaina e metabolitos
T . . . . . Whatman
Ambach et al Quantificacé@o de cocaina e seus metabolitos (benzoilecgonina-BE, metil- 903 Protein saver card
2018 (49) v em DBS num estudo de administracéo S7- Narcéticos éster de ecgonina - EME, LC-MS/MS
controlada utilizando LC-MS/MS norcocaina, hidroxi-BE e 25 UL
cocaetileno)
Whatman
Salamin, et al., Detecao de Estimulantes da eritropoiese M1- Manipulagéo do sangue e ALAS 2 903™ protein saver cards RT-GPCR
2019 (70) através do RNA de ALAS2 em DBS dos componentes sanguineos q
20 uL
) L S2- Hormonas peptidicas, Whatman
Desenvolvimento de dois métodos .
Lange et al., . fatores de crescimento, FTA® DMPK C
complementares LC-HRMS para andlise de PO ) Sotatercept LC-HRMS
2019 (91) - substancias relacionadas e
sotatercept em DBS para controlo de doping o
miméticos 20 uL
Analise Automatizada de Alto Rendimento Ahlstrom-Munksjo
Luginbihl et al ara pesquisa de Tramadol e O- Tramadol e O- AutoCollect™ cards
9 v para pesq S7- Narcoticos desmetiltramadol LC-MS/MS
2020 (92) desmetiltramadol (Subst. Monitorizagéo)
em DBS ) & 20 uL
Preparacdo automatizada de amostras de DBS - . Seventh Sense Biosystems
" - . ; S2- Hormonas peptidicas, Agonistas do recetor do - - -
permitindo a detecgdo de peptideos com baixa . . Dispositivo "TAP" baseados em
Lange et al., fatores de crescimento, GnRH, ghrelin, hGH,e ADH -
massa molecular PO ) PR . microagulha LC-HRMS
2020 (93) e substancias relacionadas e Versao sintética de um activo
e agentes com estuturas ndo péptidicas miméticos regidio B4 da timusina
através de LC-HRMS 9 20 uL
Whatman
Solheim et al., Administragéo de dose Unica de clenbuterol . FTA® DMPK C
2020 (42) em DBS S1- Agentes Anabdlicos Clenbuterol LC-MS/MS
20 uL
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Referéncia

Tipo de DBS e

- e Aplicagéo Classe Substancia Método
Bibliografica volume
DBS Systems SA
. x Microsampling HemaXis DB10
Salamin et al., Detecgz?\oNde tram_adol usando DBS em S7- Narcéticos ** Tramadol Kkits UPLC-HRMS
2020 (71) competi¢des de ciclismo
10 uL
S1- Agentes Anabdlicos
S2- Hormonas peptidicas,
fatores de crescimento, Whatman
Moeller et al., Avaliacao de DBS como uma matriz alternativa su_bsfa_nuas relacionadas e 903 Protein saver card
. . miméticos * LC-MS/MS
2020 (69) para analise de dopagem equina .
S3 Beta-2-agonistas 35 UL
S4- Hormonas e moduladores
metabolicos
S9- Glucocorticéides
Ut_lllzagao d_e VAMS (Volunjetnc Absorptive ) S2- Hormonas peptidicas, Neotervx .
Microsampling) para detecéo de IGF-1 através . Deoleryx Imunoensaio de
Marchand et al., e . ; fatores de crescimento, Mitra™ . - -
da quantificacéo por imunoensaio de P . IGF-1 quimioluminescéncia
2020 (54) uimioluminescéncia automatizado em sangue substancias relacionadas e automatizado
geco 9 miméticos 20 uL
Whatman
903 Protein saver card
ThermoFisher
Marchand et al., Detecao do transgene da EPO em DBS para . - Nucleic-Card™
2021 (68) andlises de dopagem M3- Doping genético e celular Transgene da EPO Neotervx PCR
Mitra™
20 uL
Salamin et al Perfil esteroidal por UHPLC-MS/MS em DBS 72625‘2?;;” saver card
2021 (94) v de mulheres saudaveis com e sem S1- Agentes Anabdlicos Perfil esteroidal UHPLC-MS/MS

administracéo de gel de testosterona

20 uL

* Terbutalina, Zilpaterol, Albuterol, Fenoterol, ractopamina, formoterol, clenbuterol, bambuterol, 15-hidroxitestosterona, isoflupredona, 4-Androstene-3,6,17 triona, flumetasona, 11 B -hidroxitestosterona, 16 B -
hidroxitestosterona, Androsta-1,4,6-triene-3,17-diona, boldiona, Estra-4,9-diene-3,17-dione, dexametasona, andarina, metilprednisolona, trenbolona, boldenona, 9-dehidroandrostenediona, ostarina, zearalanol,
Androsta-1,4-diene-3,11,17-trione, nandrolona, noretisterona, 16 B -hidroxistanazolol, gestrionona, testosterona, 1-androstendiona, 17-hidroxiprogesterona, epinandrolona, Norgestrel, metiltestosterona, formestano,
epitestosterona, clostebol, progestina sintética altrenogest, noretandrolona, calusterona, tamoxifeno, metolclostebol, stanazolol, roxadustat, acetato epitestosterona, acetato testosterona, GW-1516, propionato de
testosterona, undecilenato de boldenona, decanoato de testosterona e undecilenato de testosterona
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Apéndice 5

Tabela 8.5- Medi¢&o do pH e densidade das 4 amostras de urina de diferentes voluntarios no imediato

AI\L/IJ(F)HS'\ITEA pH DENSIDADE
1 6,59 1,008
2 5,58 1,010
3 6,53 1,023
4 5,51 1,018
Apéndice 6

Tabela 8.6- Resultados de hematdcrito, resultante do hemograma completo analisado no tubo de EDTA e
diamétro (mm) dos blood spot apds secagem

AMOSTRA HEMA'(I;/?)CRITO DISAQ/IOE_I'_FE{MOMI?O AMOSTRA HEMA;I;/C;))CRITO DISAIQ/IOE;EQMOMI?O
1 39,2 14,0 16 41,0 12,0
2 45,7 13,0 17 44,6 13,0
3 40,4 14,0 18 42,3 14,0
4 40,4 14,0 19 40,1 14,0
5 41,0 14,0 20 41,4 13,0
6 38,2 13,0 21 40,2 13,0
7 47,2 14,0 22 45,7 13,0
8 35,9 13,0 23 40,0 14,0
9 36,6 13,0 24 36,8 13,0

10 48,4 14,0 25 38,8 14,0
11 42,1 14,0 26 38,2 12,0
12 42,2 14,0 27 40,9 14,0
13 36,5 14,0 28 44,9 13,0
14 41,8 15,0 29 39,2 14,0
15 47,0 14,0 30 37,2 13,0
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Tabela 8.7- Hemograma realizado ao tubo de sangue venoso com EDTA no equipamento XN-1000 (Sysmex)

N° AMOSTRA WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT MPV RDW-CV RET NEUT LINF MONO EOSI BAS

108 /uL 108 /uL g/DI % Fl pg g/DlI 108 /uL Fl % % % % % % %

1 8,17 4,45 13,6 39,2 88,1 30,6 34,7 208 11,4 12,4 1,51 60,4 29.3 8,6 1,2 0,5
2 6,32 4,15 12,6 36,7 88,4 30,4 34,3 207 10,9 11,9 1,32 56,1 35,2 7,0 1,3 0,3
3 5,73 4,75 13,7 40,4 85,1 28,8 33,9 251 11,1 13,3 2 51,4 35,3 8,6 4,5 0,2
4 4,57 4,72 13,9 40,4 85,6 29,4 34,4 244 11,6 12,3 1,02 47,3 36,5 9,6 5,9 0,7
5 8,24 4,88 13,7 39,2 80,3 28,1 34,9 302 10,4 12,3 1,7 64,6 26,9 6,9 1,1 0,5
6 6,86 4,34 13,3 38,2 88,0 30,6 34,8 265 11 12,1 1,32 51,7 39,9 7,4 0,0 1,0
7 5,37 5,46 16,6 47,2 86,4 30,4 35,2 209 10,3 11,6 1,67 50,1 50,4 40,4 7,8 1,1
8 4,43 4,29 12,7 35,9 83,7 29,6 354 266 9,4 12,7 1,4 38,1 49,9 8,8 2,5 0,7
9 6,52 4,86 11,9 36,6 75,3 24,5 32,5 264 10,3 13,2 1,03 51,1 40,5 5,8 2,3 0,3
10 4,5 5,7 16,4 48,4 84,9 28,8 33,9 269 11,9 12,7 1,45 46,1 44,4 8,4 0,9 0,2
11 8,19 4,65 14,7 42,1 90,5 31,6 34,9 237 12,2 12 2,17 51,6 37,2 8,1 2,9 0,2
12 13,56 4,62 14,5 42,2 91,3 31,4 34,4 279 10,9 13,3 1,37 66 24,7 6,9 1,8 0,6
13 4,99 4,14 12,6 36,5 88,2 30,4 34,5 309 11,2 12,9 1,67 61,9 30,1 6,8 0,8 0,4
14 6,15 4,97 14,6 41,8 84,1 29,4 34,9 268 11,3 12,1 1,54 57,1 30,2 10,2 2,3 0,2
15 8,2 5,49 16,5 47,0 85,6 30,1 351 224 11,7 12,1 1,27 56,8 30,9 9,0 3,0 0,4
16 5,95 4,73 14,5 41,0 86,7 30,7 35,4 218 10,4 11,6 1,13 49 40 7,7 2,5 0,8
17 9,63 4,83 14,8 44,6 92,5 30,7 33,2 220 12,2 12,6 1,54 63,9 26,5 6,0 3,2 0,4
18 8,89 4,93 14,9 42,3 85,8 30,2 35,2 224 12,4 12,8 1,22 52,5 40,8 54 0,6 0,7
19 9,59 4,54 13,7 40,1 88,3 30,2 34,2 256 12,8 12,6 1,92 64,6 28,2 5,6 1,3 0,3
20 6,58 4,59 14,6 41,4 90,2 31,8 35,3 296 9,3 12,2 1,78 54 35,6 7,1 2,1 1,2
21 5,55 5,16 13,3 40,2 77,9 25,8 33,1 288 11,4 13,4 1,07 56,6 28,1 9,9 5,0 0,4
22 5,42 5,34 15,3 45,7 85,6 28,7 33,5 248 10,1 11,5 1,47 46,3 43 7,9 2,2 0,6
23 3,88 4,73 13,5 40 84,6 28,5 33,8 201 11,7 13,2 0,9 42 43,3 11,1 3,1 0,5
24 6,09 3,86 12,3 36,8 95,3 31,9 334 331 10,1 12 1,71 65,5 26,1 6,1 1,3 1,0
25 4,16 4,46 13,4 38,8 87,0 30,0 34,5 147 11,3 12,3 1,57 42,8 46,9 7,9 1,2 1,2
26 3,63 4,3 14,6 41,3 96,0 34,0 354 234 11,6 11 1,23 46 42,1 8,3 3,3 0,3
27 5,99 4,71 14,3 40,9 86,8 30,4 35,0 205 10,9 12,2 1,42 53,2 37,9 7,2 1,2 0,5
28 8,35 5,07 16,2 44,9 88,6 32,0 36,1 227 10,6 12,7 1,55 58,4 34,7 4,7 1,7 0,5
29 9,53 4,67 15,2 42,8 91,6 32,5 35,5 214 11,5 11,9 1,24 42,5 39,7 7,1 9,5 1,2
30 8,98 4,4 13,0 37,2 84,5 29,5 34,9 265 10,5 13,3 1,43 69,9 21,7 6,0 1,7 0,7
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Grafico 8.1- Andlise dos resultados do questiondrio realizado aos voluntarios sobre a preferéncia
(1-3) na matriz de colheita: urina, sangue venoso e sangue capilar. 1 (maior preferéncia) e 3 (menos

preferéncia)

s
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Grafico 8.2- Analise dos resultados do questionario realizado aos voluntarios sobre o
nivel de dor, em escala numérica (1-10), da colheita de sangue venoso (bordeaux) e
capilar (amarelo).
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Dorelevada 2

ESCALA DE DOR

0
1

Sem dor

Grafico 8.3- Boxplot dos dados resultantes do questiondrio feito aos voluntérios sobre o

Capilar

COLHEITA DE SANGUE

nivel de dor da colheita de sangue venoso (bordeaux) e capilar (amarelo).

Tabela 8.8- Dados resultantes do boxplot dos valores da escala de dor do sangue venoso e capilar. Valores
representados: minimo, 1° quartil, mediana, média, 3° quartil € maximo.

DADOS
COLHEITA
Minimo Mediana Média 3°Q Maximo
SANGUE VENOSO 1 3,5 3,8 5,75 8
SANGUE CAPILAR 1 2 2,33 3 6
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Apéndice 8

Tabela 8.9- Valores do volume absoluto das bandas enddgenas dos 30 voluntarios (DBS1-30)
representados na Figura 4.3, Figura 4.2 e Figura 4.4

N° DBS VOLUME ABSOLUTO DA BANDA
1 10100670
2 6945311
3 9788166
4 5295518
5 9949095
6 11559930
7 8213183
8 654686
9 546838
10 239341
11 9532274
12 4715851
13 5356186
14 2094969
15 167410
16 4839395
17 4493623
18 3054791
19 2196788
20 2382976
21 4153973
22 6787681
23 6146373
24 6231733
25 2801189
26 3093453
27 183726
28 2719118
29 2360694
30 6001288
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Tabela 8.10- Valores do volume absoluto das bandas das 4 ERAs (BRP, NESP, EPO-Fc e CERA) nas 5
concentragfes testadas para o parametro do limite de detegéo (LOD) representado na Figura 4.5.

VOLUME RELATIVO DA BANDA

ERA

C1 Cc2 C3 C4 C5
CERA 2135019 1800889 798301 1040168 185507
EPO-Fc 14735800 10334270 1661264 2863794 275151
NESP 23017990 18862090 2324784 1160737 542267
BRP 80343170 54225480 3450506 2171200 1427259

Tabela 8.11- Valores do volume absoluto das bandas da enddgena (bEPO) e das 4 ERAs (BRP, NESP,
EPO-Fc e CERA) nos 6 diferentes suportes testados para o parametro de comparacdo de DBS
representado na Figura 4.7.

VOLUME RELATIVO DA BANDA

=RA Whatman Whatman Neoterix DBS Systems MAIIA Macherey-Nagel
903 PF* n°1 VAMS DB10 DBS card PF*
bEPO 18504430 22938780 21867680 22359430 21005590 15366500
CERA 19356580 40881150 14339850 42154030 43388420 43821910
EPO-Fc 1177671 4025498 322534 3021471 4637434 7967421
NESP 19303220 25885610 16672760 21931740 25173990 21295510

bEPO/BRP 100620400 149113300 85262050 131750400 137604200 124787300

* PF- Papel de filtro
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Tabela 8.12- Valores do volume absoluto das bandas da enddgena (bEPO) e das 4 ERAs (BRP, NESP,
EPO-Fc e CERA) nos 6 diferentes suportes testados para o pardmetro de comparagdo de DBS
representado na Figura 4.8

VOLUME RELATIVO DA BANDA

=RA Whatman Whatman Neoterix DBS Systems MAIIA Macherey-Nagel
903 PF* n°1 VAMS DB10 DBS card PF*
bEPO 15304070 23813410 21407710 15698280 25372770 17540750
CERA 4000157 69265650 19344740 7317456 75974320 70459250
EPO-Fc -- 14912770 2159297 3634486 13626650 9819097
NESP 17631970 33733330 25992390 27793340 29194550 22124010
bEPO/BRP 48801060 99763200 84558460 94392400 106524800 71723490

Apéndice 9

Tabela 8.13- Medicao do pH e densidade das 4 amostras de urina de diferentes voluntarios ao fim de 3
meses armazenadas a diferentes temperaturas

pH
A'\G%S,\ITEA TEMP. AMBIENTE 4°C -20°C
1 8,67 7,70 6,80
2 8,16 6,17 5,57
3 8,51 6,66 6,52
4 6,63 5,98 5,50
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Apéndice 10

Labaoratério F‘ég. 1des

—e Consentimento, Informado, Livre e
AD/::SZE:!;‘;:" Esclarecido

Desenvolvimento e implementa¢3o de um método de pesquisa

de ERAs em amostras de Dried Blood Spots (DBS)

Responsaveis pelo estudo: 5ara da Costa (mestranda), Prof. Doutor Paulo Paixdo (orientador) e

Prof. Doutor Miguel Brito (orientador)

Instituigdo de acolhimento: Laboratdrio de Andlises de Dopagem — Instituto Portugués do

Desporto e Juventude (IPDJ)

Este documento, designado Consentimento, Informado, livre e Esclarecido, contém informacgao
importante em relagdo ao estudo para o gual foi abordado/a, bem como o que esperar se decidir
participar no mesmo. Leia atentamente toda a informagdo agui contida. Deve sentir-se
inteiramente livre para colocar qualquer questdo, assim como para discutir com terceiros a

decisdo da sua participagdo neste estudo.

Objetivo do estudo:

Compreender se os Dried Blood Spots (DBS) sao uma alternativa vidvel a tradicional colheita de
sangue realizada aos praticantes desportivos para a detegdo de substancias dopantes (Agonistas

do Recetor da Eritropoietina - ERAs).

Duragdo e local de participacado:

A participagdo serd apenas necessdria aquando da colheita de uma amostra de Dried Blood
Spots (DBS), que durara cerca de 1 minuto. O local sera numa das salas do edificio do Laboratdrio
de Andlises de Dopagem. As amostras de sangue (soro e plasma, 500 pL cada) serdo aproveitas

de analises clinicas realizadas aos individuos por rotina.
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Procedimentos utilizados na colheita:
Amostra de Dried Blood Spots (DBS). Técnica de colheita de sangue, na qual se coloca a amostra

num papel e a mesma é seca. Técnica utilizada para o teste do pezinho nos recém-nascidos.

Participagdo voluntaria:
A participacdo neste estudo é voluntdria e revogavel, podendo desistir da colaboragdo em

gualguer momento, sem necessidade de justificagdo e sem discriminagdo por tal desejo.

Riscos e beneficios associados a participagdo no estudo:

Ndo existem guaisquer riscos na realizagdo do estudo para os participantes.

Responsabilidade:
Ndo estdo previstos riscos associados a esta investigacdo. No entanto, uma equipa de

enfermagem e médica, presente no edificio, podera apoiar em gualquer eventualidade.

Cobertura de seguros:

Ndo aplicavel.

Finalidade dos resultados:
A divulgagdo dos resultados finais do trabalho sera feita a partir da dissertacdo publica da tese,

participacao em reunifes cientificas e através da publicacdo em revistas com revisdo por pares.
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Contacto em caso de duvidas:

Sara da Costa— sara.santos@ipdj.pt — 962 596 620

Assinatura do participante

Li, estou interessado/a e concordo em participar no estudo proposto.

(O/A Participante)

Data:

Obrigada pela sua participacdo!

Investigador/Equipa de Investigacdo

Mome da pessoa que obtém o consentimento

Assinatura da pessoa que obtém o consentimento
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