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RESUMO: A eritropoietina (EPO) é uma substancia que estimula a producao de eri-
trocitos, aumentando a oxigenacdo muscular, sendo segregada de forma natural pelo
organismo e excretada na urina em baixas concentracdes. Devido as suas propriedades
e caracteristicas, a EPO foi rapidamente introduzida no mundo do desporto, como subs-
tancia ilicita, proporcionando vantagens no rendimento desportivo. No inicio de 2000 foi
desenvolvido um método de detecdo direta de EPO Recombinante (rHUEPO) em urina
humana por Lasne, baseado na focalizacdo isoelétrica (IEF) em gel de poliacrilamida, se-
guido de duplo blote, tendo este sido publicado e validado. Em 2002, a Agéncia Mundial
Antidopagem (AMA) implementou este mesmo método, sendo atualmente um dos mé-
todos oficiais utilizado pelos laboratérios acreditados pela AMA. Desta forma, o ponto de
partida para a realizacao deste trabalho consistiu na necessidade de implementar e validar
o método de referéncia de IEF para a detecao de rHUEPO em urina humana. O trabalho
foi realizado no Laboratério de Andlises e Dopagem (LAD) do Instituto do Desporto de
Portugal (IDP), atual Instituto Portugués do Desporto e Juventude (IPDJ). O principal obje-
tivo deste trabalho consistiu no estudo/investigacao de diferentes parametros de validacao
(especificidade/seletividade; capacidade de identificacdo; limite de detecao; exatidao e re-
petibilidade), de acordo com o protocolado no Procedimento Geral interno do Laboratorio
de Andlises de Dopagem de Lisboa (LAD). O referido método de triagem e confirmacao
revelou possuir caracteristicas de desempenho conformes com os requisitos aplicaveis,
pelo que é considerado validado e apto.

Palavras-chave: eritropoietina, focalizacao isoelétrica, duplo blote, detecdo quimiluminescente,
validacdo de métodos.

Validation of isoelectric focusing method for recombinant
erythropoietin detection in human urine

ABSTRACT: Erythropoietin (EPO) is a substance that stimulates red blood cell produc-
tion, increasing muscle oxygenation and is secreted naturally by the body and excreted in
urine in low concentrations. Due to the special properties of EPO, this was quickly intro-
duced into the world of sport and its illicit use provides advantages in sports performance.
In early 2000, was developed a method for direct detection of erythropoietin (EPO) on
recombinant human urine by Lasne, based on isoelectric focusing (IEF) in polyacrylamide
gel, followed by double blotting, has been published and validated. In 2002, the World
Anti-Doping Agency (WADA) has implemented this same method which is currently the
only official method used by laboratories accredited by WADA. The starting point for this
work was the need to implement and validate the reference method, for the detection of
recombinant erythropoietin in human urine. The study was conducted at the Laboratory
for Doping Analysis and (LAD) of the Sports Institute of Portugal (IDP), current IPDJ. The
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objective of the work focused on validation studies/investigation of different validation pa-
rameters (specificity/selectivity; ability identification, detection limit, accuracy and repea-
tability), according the protocol Procedimento Geral Interno of the Antidoping Laboratory
of Lisbon. This method of screening and confirmation has revealed performance characte-
ristics in accordance with the applicable requirements for what is considered valid and fit.

Keywords: erythropoietin, isoelectric focusing, double blot, chemiluminescent detection, me-

thod validation.

Introducao

A eritropoietina (EPO) é uma glicoproteina com um peso
molecular de 30,4 kDa, 40% do qual é atribuido ao seu
contetido em carbohidratos'?. A EPO regula a producao
diaria de 2,5x10"" globulos vermelhos necessaria para man-
ter a capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue
periférico sob condicoes fisiolégicas'2. Produzida no rim e
libertada para a circulagao, atinge a medula éssea na qual
atua sobre recetores especificos, promovendo a prolifera-
cao e diferenciacdo dos progenitores eritrdides’2. Dadas
as caracteristicas da eritropoietina recombinante (rHUEPQ),
disponivel como medicamento a partir de 1985, a EPO e os
seus derivados foram rapidamente introduzidos no mundo
desportivo como agente dopante. Esta substancia é utili-
zada ilicitamente nos desportos aerébicos, sobretudo em
desportos de endurance com a finalidade de aumentar o
aporte de oxigénio aos tecidos*’. Em 1990, o Comité Olim-
pico Internacional (COI) proibiu oficialmente a utilizacdo de
EPO3682 Durante muito tempo, a detecdo laboratorial de
rHUEPO em atletas, assim como as outras formas de eritro-
poietina sintética, era algo impossivel de se realizar, devido
ao facto desta substancia ser estruturalmente complexa e
de elevada massa molecular, estar presente em baixas con-
centracdes nos fluidos bioldgicos e ser bastante semelhante
a forma endogena®>7-°. No inicio de 2000 foi desenvolvido
um método de detecao direta de rHUEPO em urina huma-
na por Lasne, baseado na focalizacdo isoelétrica (IEF) em
gel de poliacrilamida, seguido de duplo blote, tendo sido
publicado e validado?7'"-'2. O método de identificacdo das
rHUEPO (i.e., epoitinas) e anélogos [e.g., darbepoitina e me-
thoxypolyethylene glycol — epoitina beta (CERA)], atualmen-
te aceite pela Agéncia Mundial de Antidopagem (AMA),
baseia-se no método descrito por Lasne et al., tratando-se
de um método direto e qualitativo'-'3. O método para a de-
tecdo de EPO em urina, a data da realizacdo deste trabalho
(2010), encontra-se detalhadamente descrito no documen-
to técnico TD2009EPO da AMA. No entanto, e apesar do
referido documento técnico ter sido sujeito a reformulacoes
em marco de 2013 (TD2013EPO)™ e setembro de 2014
(TD2014EPO), tal situacdo nao implica qualquer alteracao
na aplicacdo da metodologia de validacao de método'™. A
validacdo de um método consiste num conjunto de inves-
tigagdes empreendidas num laboratério de modo a, por
um lado, “medir” a qualidade dos seus resultados, como
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também apresentar evidéncias objetivas de que essa mesma
qualidade esta de acordo com o uso que vai ser dado aos
seus resultados’®.

Assim, dada a natureza qualitativa do método em ques-
tdo e a extensa validacdo cientifica a que o mesmo ja foi
submetido, em diferentes laboratérios e alvo de varias pu-
blicacbes, o principal objetivo deste trabalho consistiu no
estudo/investigacdo de diferentes parametros de validacao
(especificidade/seletividade; capacidade de identificacao; li-
mite de detecdo; exatidao e repetibilidade), de acordo com
o protocolado no Procedimento Geral interno do Laborato-
rio de Analises de Dopagem de Lisboa (LAD)".

Metodologia

Desenho do estudo

Sendo este um método de referéncia qualitativo e nao
havendo, a esta data, um método que fosse comparavel,
o presente trabalho consiste no estudo e comparacao dos
resultados obtidos dentro de um conjunto representativo de
amostras de urina de resultado conhecido.

Amostras

Para o estudo dos parametros de validacao especificidade/
seletividade, capacidade de identificacao e repetibilidade fo-
ram utilizadas amostras de urina obtidas a partir de colabo-
radores do LAD, sendo provenientes de individuos de ambos
0s géneros e com idades compreendidas entre os 25 e 40
anos. Todas as amostras foram divididas em duas aliquotas:
a uma das aliquotas foi diretamente aplicado o procedimen-
to de detecdo de rupo e a outra aliquota foi previamente
fortificada com um determinado volume de um dos trés pa-
droes de referéncia: Biological Reference Preparation (BRP);
NESP e Mircera. Para o estudo do limite de detecao foram
utilizados 3 padroes de referéncia (PR) — BRP, NESP e Mircera
—, tendo sido efetuada a preparacao de seis diluicdes para
cada PR e utilizado o mesmo PR em duplicado para cada
diluicdo efetuada. Para o estudo da repetibilidade dos PR
— BRP, NESP, Mircera e NIBSC e BRP + NESP —, utilizou-se
0 mesmo padrao aplicado 5 vezes no mesmo gel. Para o
estudo da exatidao utilizou-se uma amostra controlo ver-
dadeira positiva, proveniente do ensaio interlaboratorial da
AMA 2009 EQAS-3.



Analise dos dados

A andlise estatistica dos resultados foi feita através do mé-
todo com duas respostas (positivo/negativo). Neste estudo,
a especificidade e a sensibilidade, bem como um conjunto
de outros parametros indicadores da validade do método,
foram estimados por aplicacao de diferentes equacoes es-
tatisticas.

Material e reagentes

Os PR utilizados e os respetivos fornecedores foram: rHUE-
PO (BRP), da European Pharmacopeia Commission (mistura
equimolar de epoietina a e B); darbepoietina a (NESP), da
Amgen; uHUEPO (human urinary EPO) do National Institu-
te for Biological Standards and Control — NIBSC e Mircera
(CERA — Continuous Eritropoietin Receptor Activator), da
Roche. O cocktail inibidor de proteases (Complete) é da
Roche (Portugal) e as unidades de filtracao — steriflip (0,22
uM), bem como as unidades de ultrafiltracdo Amicon 4 e 15
(ambas com um cut-off de 30.000 Da, em termos de peso
molecular) e as membranas para western blot, durapore e
immobilon-P — séo da Millipore. O reagente dithiothreitol
(DTT) é da Sigma e as tabletes de PBS da Medicago. Todos
os tampdes e solucdes foram preparados com agua destila-
da MilliQ (Water Lab System, Millipore). Para a preparacao
do gel de poliacrilamida utilizaram-se os seguintes reagen-
tes: PlusOne ReadySol IEF 40% T, 3% C, PlusOne TEMED,
PlusOne glycine, PlusOne ammonium-persulfate (APS), for-
necidos pela GE (VWR, Portugal) e, ainda, os anfélitos 2-6
pH da Serva. Os reagentes Plus One Ureia e Plus One Tris
e o acido orto fosfoérico 85% sao da GE (VWR, Portugal).
Foi utilizada uma combinacao de anticorpos: o anticorpo
monoclonal de rato (clone AE7A5; R&D System; Labocon-
trol, Portugal), anticorpo policlonal biotinilado [ImmunoPure
goat anti-mouse IgG (H+L); Pierce; Rockford, IL], complexo
de peroxidase — estreptavidina (Biospa; Milao, Italia) e subs-
trato para potenciar a reacdo quimiluminescente (West Pico;
Pierce; Rockford, IL), por forma a detetar as EPOs presentes
nas membranas de western blot.

Procedimento de validacao

A validacdo do método foi feita de acordo com o pro-
cedimento geral PGER-LADB-019", tendo sido aplicado o
método entdo em vigor e descrito no documento técnico
TD2009EPQO™,

Contudo, o método foi sujeito a revalidacao dos parame-
tros” especificidade/selectividade e capacidade de identifica-
cao, devido a introducao de um passo de imunopurificacao
dos retentados urinarios e apéds o procedimento de con-
centracdo das amostras para IEF, de acordo com o Docu-
mento Técnico da AMA, publicado a 1 de marco de 2013
(TD2013EPQO)™. Atualmente, os procedimentos para dete-

* Nao serao apresentados os resultados referentes ao estudo de
revalidacdo, uma vez que seguiram o mesmo protocolo!” utilizado
na validacdo do método em questao.
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cao dos agentes estimulantes da eritropoiese (ESAs) estao
abrangidos pelo documento técnico da AMA — TD2014E-
PO™, publicado em 1 de setembro de 2014, ndo tendo,
entretanto, obrigado a qualquer passo de revalidacao dos
parametros ja validados.

Preparacdo da amostra

Devido ao facto de a excrecao urinaria de eritropoietina
ser muito baixa (aproximadamente 1 UI/L), é necessario pro-
ceder a concentracdo da proteina presente na amostra de
forma a alcancar a sensibilidade que o método requer, ou
seja, aproximadamente cerca de 100 UI/L no retentado88.
Mediante sucessivas centrifugacoes e ultrafiltracoes, faz-se a
concentracdo da urina, cujo objetivo é eliminar as proteinas
de pequeno tamanho presentes no filtrado. Utilizando filtros
com tamanho de poro 30.000 Da., a EPO e as moléculas
grandes sao retidas e recuperadas num passo posterior. Este
supOe uma primeira separacao das proteinas, em funcao do
seu tamanho, e também um aumento da quantidade relati-
va de proteina presente na amostra. Este processo permite
alcancar um fator de concentracdo entre 700-1000%32,

No processo de concentracao da amostra controla-se o
pH e adiciona-se um cocktail de inibidores de atividade pro-
teolitica — Solucdo Complete, por forma a evitar a acao das
protéases?32,

Focalizacao Isoelétrica (IEF) dos retentados urinarios

A IEF é efetuada num intervalo de pH compativel com os
pontos isoelétricos (pl) quer da eritropoietina enddgena,
guer dos seus analogos recombinantes (num pH com o in-
tervalo 2 a 6). O gradiente de pH é construido através da
utilizacao de anfélitos e a IEF é efetuada sob condicoes de
desnaturacao?s.

Western blot

O western blot é efetuado apds a IEF, com o objetivo
de detetar as isoformas da EPO. E efetuada uma primeira
transferéncia em meio béasico (tampédo 25 mM Tris, 192 mM
glicina), em que as isoformas passam do gel para uma mem-
brana de PVDF, por transferéncia semi-seca. Apds um passo
de reducado (5 mM DTT em PBS a 37° C), a membrana é
bloqueada em solucédo de leite ndo gordo a 5% e posterior-
mente incubada numa solugdo 1% de leite sem gordura,
com o anticorpo primario (clone AE7A5). Por forma a elimi-
nar ligacoes inespecificas do sequndo anticorpo, ¢ efetuada
uma segunda transferéncia (duplo blote) em meio acido (so-
lucdo acido acético 0,7%), cujo objetivo é transferir apenas
0 anticorpo primario que se ligou as isoformas da EPO para
uma segunda membrana de PVDF — em que as proteinas
interferentes ficam retidas na primeira membrana'. A mem-
brana é bloqueada em solucao de leite ndo gordo a 5%,
incubada com o segundo anticorpo (anticorpo policlonal
biotinilado) e, ap6s um passo de lavagem, incubada com a
solucao de estreptavidina peroxidase (HRP).



Detecao quimiluminescente

A detecdo por quimiluminescéncia baseia-se na detecao
dos antigénios imobilizados e conjugados com Horseradish
Peroxidase (HRP) que, por sua vez, estdo ligados a anticor-
pos. A HRP, juntamente com um catalisador de reacao (es-
treptavidina), favorece a oxidacdo do substrato (Super Signal
West Pico), que gera luz quimiluminescente ao ser oxidado?.
A luz é entdo detetada por uma camara CCD (LAS 4000
da FUGI), a qual captura uma imagem digital do western
blot. A imagem é analisada por densitometria, a qual avalia
a quantidade de proteina colorida e quantifica os resultados
em termos de intensidade otica.

Analise de imagem

A anélise do perfil das bandas ¢ feito através de um pro-
grama de analise de imagem — Gel Analysis System for Ery-
thropoietin (GASepo), concebido especificamente para este
fim20-22, Para esse efeito, o sistema de detecao (camara CCD
LAS-4000) é a interface com o software que transforma a
banda em picos, cuja area é proporcional a intensidade da
banda correspondente. As imagens obtidas apos a revelacao
guimiluminescente sao analisadas para quantificar a abun-
dancia de cada banda.

Avaliacao e interpretacao dos resultados

Os resultados do procedimento de triagem/confirmacao
tém de cumprir com qualidade os critérios de aceitacao e
de identificacdo descritos no documento técnico da AMA
TD2009EPO, versao 2.0 de 21 de setembro de 2009, docu-
mento em vigor, a data da realizacdo deste estudo’.

Resultados e Discussao

Seletividade/especificidade

No estudo da seletividade/especificidade pretendeu-se
medir a eficacia do método em discriminar um analito espe-
cifico numa mistura complexa, sem interferéncias significa-
tivas de outros componentes da mistura e de outros inter-
ferentes. Os resultados obtidos para esta experiéncia estdo
compilados nas Tabelas 1A e 1B.
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Tabela 1A: Resultados e tratamento dos resultados da
especificidade e seletividade

Cédigo - AU Resultado Observacoes
AU - SOF Negativo Nada a observar
AU - CLA Negativo Nada a observar
AU - AND Negativo Nada a observar
AU - ANA Negativo Nada a observar
AU - MAR Negativo Arras;:r:“dear;io des

AU- UL Negativo Arastamento das
AU - SAD Negativo Nada a observar
AU - MJ Negativo Nada a observar
AU - PAT Negativo Nada a observar
AU - SAR Negativo Nada a observar

PERCENTAGEM DE FALSQOS POSITIVOS

0%

* Caracteristica intrinseca de cada amostra, sem significado analitico.

Tabela 1B: Resultados e tratamento dos resultados da
especificidade e seletividade

Cédigo - AU Resultado Observacoes
AU - SOF Positivo Nada a observar
AU - CLA Positivo Nada a observar
AU - AND Positivo Nada a observar
AU - ANA corﬁsei;ftitlsr?feo** Evidéncia Adicional
AU - MAR Positivo Nada a observar

AU - LIL Positivo Nada a observar
AU - SAD Positivo Nada a observar
AU - MJ Positivo Nada a observar
AU - PAT Positivo Nada a observar
AU - SAR Positivo Nada a observar

PERCENTAGEM DE FALSOS NEGATIVOS

0%

** Perfil ndo consistente com o tipico perfil endégeno, sendo necessario efetuar SDS.

Dado este facto, esta amostra nao foi contabilizada para o calculo da percentagem de

falsos negativos.
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Capacidade de identificacao

Verificou-se que cada uma das quatro amostras de uri-
na fortificadas com um dos PR em estudo, quando analisa-
das, cumpriam os critérios descritos na respetiva seccdo do
TD2009EPO, verificando-se apenas excecao para uma das
amostras fortificadas com Mircera.

Limite de detecao (LD)

Através da andlise do gel onde foi efetuado o estudo
do LD para o BRP, NESP e Mircera, verificou-se que o LD,
quer para o BRP quer para o NESP, corresponde ao valor de
0,0144 ng e para o Mircera corresponde ao valor 0,0311
ng, uma vez que se verificou que os critérios de identifica-
Gao expressos nas respetivas seccdes do TD2009EPO sé sao
cumpridos até estes valores.

Exatidao

Verificou-se que os perfis IEF da amostra e dos PR preen-
cheram os critérios de aceitacao e de identificacdo, de acor-
do com a seccao 3.2.1 do TD2009EPO, concluindo-se que o
método é capaz de detetar um verdadeiro positivo.

Repetibilidade intra-gel: padrées de referéncia (PR)
Verificou-se que os PR em estudo (cf. Figuras 1-5), quando
repetidos cinco vezes no mesmo gel, apresentavam perfil
idéntico nas cinco repeticoes e todos cumpriam os critérios
descritos na respetiva seccao do TD2009EPO; para o NIBSC
verificou-se que nenhum dos critérios era cumprido.

Repetibilidade intra-gel: amostras

Verificou-se que cada uma das oito amostras de urina for-
tificadas com um dos PR em estudo, quando repetidas duas
vezes no mesmo gel (cf. Figura 6), apresentavam um perfil
idéntico, bem como quando comparadas inter-gel e todas
elas cumpriam os critérios descritos nas respetivas seccoes
do TD2009EPO. Contudo, verificou-se uma excecao em
duas amostras fortificadas com CERA, que apresentaram
um perfil ndo consistente.
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AMOSTRAS FORTIFIC ADAS COM HESP
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Figura 6: Tratamento dos resultados correspondentes as amostras utilizadas nos géis 1, 2, 3 e 4.

Repetibilidade inter-gel: padrées de referéncia (PR) rentes géis efetuados (cf. Figura 7), apresentavam perfil idén-
Verificou-se que os PR, quando comparados entre os dife-  tico e todos cumpriam os critérios descritos no TD2009EPO.
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Figura 7: Tratamento dos resultados correspondentes aos
padroes de referéncia utilizados no gel.

Repetibilidade inter-gel: amostras

Cada uma das duas amostras de urina fortificadas com
um dos respetivos PR, quando repetidas duas vezes no mes-
mo gel (cf. Figura 8) apresentavam um perfil idéntico, bem
como quando comparadas inter-gel e todas cumpriam os
critérios descritos na respetiva seccdo do TD2009EPO. Das
duas amostras fortificadas com Mircera, apenas uma delas
apresentava um perfil idéntico quando comparada inter-gel
e cumpria o critério descrito na seccdo 3.2.4. As urinas ne-
gativas para rHUEPO, quando repetidas duas vezes no mes-
mo gel, apresentavam perfil idéntico, bem como quando
comparadas inter-gel e nenhuma delas cumpria os critérios
descritos no TD2009EPO.

AMOETRAS FORTIFIC ADAS COM BFP ABMOSTRAS FORTIAC ADAS CO8 NESP
1 2

Figura 8: Tratamento dos resultados correspondentes as
amostras utilizadas no gel.

Analise dos resultados

Apresentam-se seguidamente os resultados e respetivo
tratamento dos dados obtidos para as amostras sujeitas ao
método IEF (cf. Tabelas 2A e 2B).

Tabela 2A: Tratamento dos dados (IEF)

Amostra Fortificada | Resultados | Resultados Result.
Obtidos Conhecidos
Amostra 1 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 2 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 3 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 4 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 5 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 6 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 7 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 8 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 9 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 10 | BRP Positivo Positivo PP
Amostra 11 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 12 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 13 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 14 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 15 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 16 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 17 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 18 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 19 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 20 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 21 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 22 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 23 | MIRCERA | Duvidoso Positivo Duvidoso
Amostra 24 | MIRCERA | Duvidoso Positivo Duvidoso
Amostra 25 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 26 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 27 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 28 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 29 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 30 | MIRCERA | Duvidoso Positivo Duvidoso
Amostra 31 | - Negativo Negativo NN
Amostra 32 | - Negativo Negativo NN
Amostra 33 | - Negativo Negativo NN
Amostra 34 | - Negativo Negativo NN
Amostra 35 | - Negativo Negativo NN
Amostra 36 | - Negativo Negativo NN
Amostra 37 | - Negativo Negativo NN
Amostra 38 | - Negativo Negativo NN
Amostra 39 | - Negativo Negativo NN
Amostra 40 | - Negativo Negativo NN
Positivos 27 30
Negativos 10 10
FN 0
FP 0
PP 27
NN 10




Tabela 2B: Tratamento dos dados (IEF)

Tabela 4A: Tratamento dos dados (IEF/SDS-PAGE)

Resultados Conhecidos
Resultados Obtidos Positivos | Negativos Total
Positivos 27 ®W 0® 27 G
Negativos 0© 100 10 (D
Total 279 10 ©+D) 37N

A — N° de amostras identificadas como positivas nos Resultados
Obtidos/Resultados Conhecidos.

B — N° de amostras identificadas como positivas pelos “Resultados
Obtidos” e negativas pelos “Resultados Conhecidos”.

C — N° de amostras identificadas como negativas pelos
"Resultados Obtidos” e positivas pelos “Resultados Conhecidos”.
D — N° de amostras identificadas como negativas por ambos os
Resultados.

N — N° de amostras analisadas.

As "amostras duvidosas” para Mircera pelo método IEF
foram submetidas ao método de confirmacdo SDS-PAGE,
tendo sido obtidos os resultados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Tratamento dos dados (SDS-PAGE)

Amostra Fortificada | Resultados | Resultados Result.
Obtidos Conhecidos
Amostra 23 | MIRCERA | Positivo Positivo Positivo
Amostra 24 | MIRCERA | Positivo Positivo Positivo
Amostra 30 | MIRCERA | Positivo Positivo Positivo
Positivos 3 3
Negativos 0 0
FN 0
FP 0
PP 0
NN 0

Apds se ter verificado que as amostras duvidosas para
Mircera, em |EF eram positivas em SDS-PAGE, construiu-se
uma nova tabela de dados onde se fez a andlise final dos
resultados obtidos (cf. Tabelas 4A e 4B).

41

Amostra Fortificada | Resultados | Resultados Result.
Obtidos Conhecidos
Amostra 1 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 2 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 3 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 4 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 5 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 6 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 7 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 8 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 9 BRP Positivo Positivo PP
Amostra 10 | BRP Positivo Positivo PP
Amostra 11 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 12 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 13 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 14 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 15 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 16 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 17 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 18 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 19 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 20 | NESP Positivo Positivo PP
Amostra 21 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 22 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 23 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 24 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 25 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 26 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 27 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 28 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 29 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 30 | MIRCERA | Positivo Positivo PP
Amostra 31 | - Negativo Negativo NN
Amostra 32 | - Negativo Negativo NN
Amostra 33 | - Negativo Negativo NN
Amostra 34 | - Negativo Negativo NN
Amostra 35 | - Negativo Negativo NN
Amostra 36 | - Negativo Negativo NN
Amostra 37 | - Negativo Negativo NN
Amostra 38 | - Negativo Negativo NN
Amostra 39 | - Negativo Negativo NN
Amostra 40 | - Negativo Negativo NN
Positivos 30 30
Negativos 0 10
FN 0
FP 0
PP 30
NN 10




Tabela 4B: Tratamento dos dados (IEF/SDS-PAGE)

Resultados Conhecidos
Resultados Obtidos | Positivos Negativos Total
Positivos 30 0 30
Negativos 0 10 10
Total 30 10 40

A — N° de amostras identificadas como positivas nos Resultados
Obtidos/Resultados Conhecidos.

B — N° de amostras identificadas como positivas pelos “Resultados
Obtidos” e negativas pelos “Resultados Conhecidos”.

C — N° de amostras identificadas como negativas pelos
"Resultados Obtidos” e positivas pelos “Resultados Conhecidos”.
D — N° de amostras identificadas como negativas por ambos os
Resultados.

N — N° de amostras analisadas.

Para tratamento estatistico dos resultados obtidos foram
aplicadas as seguintes equacoes:

Sensibilidade = x100% Equacéo 1

4
O)

Por aplicacdo da Equacao 1, o valor obtido para o parame-
tro sensibilidade foi de 100%.

x100%

D
Especificidade = Equacdo 2
pecifi (B+D) 9

Por aplicacdo da Equacao 2, o valor obtido para o parame-
tro especificidade foi de 100%.

(4+D)

Eficiéncia = x100% Equacéo 3

Por aplicacdo da Equacao 3, o valor obtido para o parame-
tro eficiéncia foi de 100%.

Indice de Youden = (Sensibilidade + Especificidade —1)x 100%
Equacao 4

Por aplicacdo da Equacao 4, a percentagem de Indice You-
den é de 100%.

D
(C+

% Negativos Verdadeiros(TN) = x100% Equacéo 5

D)
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Por aplicacao da Equacao 5, a percentagem de negativos
verdadeiros é de 100%.

% Positivos Verdadeiros(TP) = A 4
+

x100%  Equacdo 6
B) ’

Por aplicacdo da Equacéo 6, a percentagem de positivos
verdadeiros é de 100%.

Conclusoes

Os laboratorios de analises de dopagem que se encon-
tram acreditados pela AMA, para realizar este tipo de
método, devem seguir rigorosamente todas as indicagbes
descritas no documento técnico em vigor. Sendo um mé-
todo de ensaio totalmente estandardizado e sujeito a ex-
tensa validacdo cientifica, o objetivo da implementacéo e
validacdo do método no LAD de Lisboa foi demonstrar o
rendimento do procedimento e ndo avaliar se o método
era ou nao adequado para o0 uso a que se destina. Veri-
ficou-se, de acordo com os resultados obtidos na valida-
cdo do método, bem como através dos testes estatisticos
efetuados, que o método de referéncia para a pesquisa
de EPO em urina por IEF apresenta um bom desempenho
para método de triagem/confirmacdo, uma vez que possui
caracteristicas de desempenho conformes com os requi-
sitos aplicaveis, pelo que é considerado validado e apto.
De acordo com o TD2009EPO, os “resultados duvidosos”
obtidos para as amostras fortificadas com MIRCERA foram
confirmados por procedimento eletroforético de SDS-PA-
GE que foi utilizado em complementaridade ao método
IEF. Tais resultados duvidosos deveram-se, provavelmente,
a um volume de fortificacdo do Branco de Urina com o
PR Mircera ligeiramente inferior ao ideal para a detecdo
de Mircera através do método IEF, bem como um prova-
vel efeito matriz, cujas caracteristicas enddgenas podem
ter atuado como interferentes no método IEF. Contudo, as
evidéncias adicionais obtidas no SDS-PAGE pelas amostras
em questao (“resultado duvidoso”) confirmaram um resul-
tado positivo para o MIRCERA, o que suporta o referido no
documento técnico entdo em vigor (TD2009EPO) no que
toca a necessidade de realizar testes de evidéncia adicional
sempre que estamos perante uma amostra cujo perfil ndo
seja o tipico perfil endégeno.

Atualmente, o método de IEF é considerado, para a maio-
ria dos ESAs, método de triagem e nao de confirmacao,
existindo para tal testes de maior sensibilidade, como o SAR-
-PAGE e o SDS-PAGE.
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