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1.INTRODUCAO

A eritropoetina (EPO) € um hormb6nio glicoprotéico que possui como
principal efeito fisiolégico a indugdo da eritrocitose e conseqiente melhoria da
capacidade de transporte de oxigénio no sangue (FISHER, 2003).

Devido ao fato do aumento do numero de hemécias melhorar a
performance de atletas em esportes de resisténcia, o uso de formas sintéticas da
EPO é proibido pela Agéncia Mundial Anti-Doping (WADA). Na verdade, analogos
da EPO, tais como a eritropoetina recombinante humana (rHUEPO), podem ser
substitutos da eritropoetina endégena, através da ligagdo ao seu receptor e
provocando sinalizacao intracelular de uma forma idéntica a do horménio natural
(LAMON et al., 2010).

No esporte, especula-se que a rHUEPO passou a ser utilizada de forma
rotineira como meio artificial de producdo de glébulos vermelhos, devido a
vantagem adicional da dificil deteccdo de sua presenca na matriz biologica
através dos métodos analiticos convencionais, além do efetivo ganho no
desempenho esportivo (PASCUAL et al., 2004)

Durante varios anos foram pesquisadas maneiras de contornar o problema
da dopagem por rHUEPO devido a impossibilidade de sua deteccdo e
diferenciacdo, por se tratar de uma substancia estruturalmente complexa de
elevada massa molecular, presente em baixas concentragcbes nos fluidos
biologicos e bastante semelhante a sua forma enddgena. Aléem disso, podendo
ser obtida e administrada sem supervisdo médica, 0 que aumenta o risco de seu
abuso (KAZLAUSKAS et al., 2002; SHARPE et al., 2002).

Estratégias de deteccdo do doping com rHUEPO incluem abordagens
indiretas com marcadores da eritropoiese aumentada ou reduzida, bem como a
deteccao direta das isoformas recombinantes (EKBLOM, 2000).

A diferenciacdo analitica da eritropoetina endégena produzida a partir de
sua contraparte recombinante usando focalizacdo isoelétrica e duplo blotting é um
marco na deteccdo do doping com eritropoetina recombinante. No entanto, varios
anadlogos dos produtos recombinantes iniciais, nem sempre sao facilmente
detectaveis pelo método padrao-IEF, exigem o desenvolvimento de alternativas
de andlise para a deteccéo do doping com EPO (REICHEL etal., 2010).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho € obter anticorpos monoclonais e
policlonais anti-EPO para posteriormente avaliar sua utilizagdo na detecgédo do
doping com a rHUEPO.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Imunizacdo dos camundongos com rHUEPO e obtencdo do soro
policlonal

Dois camundongos da linhagem BALB/c com 6 a 8 semanas de idade
foram imunizados via intraperitoneal (i.p.) nos dias 0, 14, 21, 28 e 35 com 50 ug
de rHUEPO (EPREX®). Na primeira inoculagdo usou-se igual volume de adjuvante
de Frelund completo e nas outras 4 imunizac¢des utilizou-se adjuvante de Freind
incompleto. Uma semana apds a Ultima imunizacdo, foi feita uma titulacdo de
anticorpos do soro através de um Enzime-Linked Immunosorbent Assays (ELISA)
indireto, utilizando rHUEPO como antigeno. O camundongo com titulo mais alto
recebeu nova dose de antigeno via i.p., uma dose da proteina via endovenosa
(aproximadamente 50 ug) e, apés trés dias, foi eutanasiado para obtengdo dos
esplendcitos para realizacao da fusdo com as células de mieloma.

2.2 Avaliacao do anticorpo policlonal (pAb)

Para a titulagdo do pAb anti-rHUEPO uma placa de ELISA foi sensibilizada
com 50, 100 e 200 ng por pogo de rHUEPO em tamp&o carbonato-bicarbonato
0,1M pH 9.6 e incubadas overnite a 4°C. Ap0s as placas foram lavadas trés vezes
com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e incubadas por 1h a 37°C com
o anticorpo policlonal diluido 1:12,5 até 1:12,800. Depois de nova série de 3
lavagens com PBS-T, anticorpo de coelho anti-lg de camundongo conjugado a
peroxidase (diluido 1:2000) foi adicionado as cavidades seguido de incubacéo a
37°C por 1h. Apés nova lavagem das placas, o substrato da enzima cromédgeno
(H.02/0OPD) em tampéo citrato-fosfato foi adicionado. A reagdo ocorreu no escuro
por 15 min e a leitura da densidade Optica realizada a 450 nm no
espectrofotdmetro VICTOR "X5/2030 Multilabel Reader - PerkinElmer. Foram
utilizados volumes de 50 pL para a reagao.

Para o Western Blotting (WB), a rHUEPO foi submetida a SDS-PAGE em
um gel 12%; o gel foi corado e transferido para uma membrana PVDF (GE
Healthcare). A membrana foi bloqueada, lavada duas vezes com PBS-T e
incubada por 1h com pAb diluido 1/200 in PBS-T. Depois de 3 lavagens com
PBS-T foi adicionado anticorpo de coelho anti-lg de camundongo conjugado a
peroxidase (Sigma) por 1h, novamente lavado 3 vezes com PBS-T, e as bandas
foram visualizadas pela adicdo de solucdo de substrato cromégeno (H.O»/4-
chloro-1-naphtol).

2.3 Producao dos anticorpos monoclonais (MAbs)

A producdo dos MAbs estd sendo realizada de acordo com as
recomendacdes de Harlow & Lane (1988). Resumidamente, esplendcitos do
camundongo imunizado e células de mieloma da linhagem SP2/0 foram
misturadas numa propor¢do 1:10 e induzidas a fusdo com solucdo de
polietilenoglicol a 50%. As células foram ressuspendidas em DMEM-HAT
contendo 10% de soro fetal bovino e a suspensédo foi distribuida em placas de
cultivo de células que foram incubadas a 37°C em uma atmosfera contendo 5%
de CO..

As cavidades que apresentarem bom crescimento de células seréao
testadas atraves de um ELISA indireto usando rHUEPO como antigeno para
verificar a producdo de anticorpos. Os hibridomas que apresentarem boa
atividade de anticorpos serdo clonados duas vezes pela técnica da diluicdo
limitante, expandidos, retestados e congelados em nitrogénio liquido.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Anticorpos policlonais tém sido utilizados em testes de detec¢ao de doping
com eritropoetina (GIMENEZ, 2007). Na titulacdo do anticorpo policlonais anti-
EPO verificou-se que a concentragdo de 50ng de rHUEPO foi a que apresentou
melhores resultados. Conforme a figura 1, a melhor titulacdo € a da diluicdo
1:3200. O pAb/rHUEPO alcancou titulo de 1,280 no ELISA indireto. Os resultados
obtidos no WB mostram que o0 anticorpo policlonal anti-EPO foi capaz de
reconhecer a proteina recombinante humana, como podemos observar na figura
2, demonstrando potencial para ser utilizado na detecg&o de doping.
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Figura 1 - Avaliagcdo da atividade biolégica do anticorpo policlonal (pAb) através de ELISA indireto.
Titulagdo do pAb contra o antigeno rHUEPO.

Figura 2 - Avaliagdo do anticorpo policlonal (pAb) anti-EPO na capacidade de reconhecer a
proteina recombinante. Western blotting: 1- marcador; 2- pAb/rHUEPO

A fusdo celular foi efetiva, uma vez que, somente células fusionadas
permanecem viaveis apos 10 dias de cultivo em meio seletivo DMEM-HAT. Os
hibridomas serdo testados contra seu antigeno especifico assim que
apresentarem crescimento esperado e entdo clonados, novamente testados em
ELISA, reclonados, expandidos e congelados.

4. CONCLUSOES

A rHUEPO foi capaz de gerar um anticorpo policlonal monoespecifico (pAb/

rHUEPO) que reconheceu a proteina recombinante e pode ser util em diferentes
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formatos de testes para deteccdo de doping. Espera-se também obter clones
secretores contra a eritropoetina recombinante humana. Posteriores testes com
sangue e urina provenientes de modelos bioldgicos tratados e ndo tratados

(controle) seréo realizados.
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