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Resumo

0 doping é uma realidade que existe desde tempos antigos e prevalece até aos dias de hoje. Com
o desenvolvimento da ciéncia no campo das terapias génicas, surge, em paralelo, a possibilidade de essas
terapias serem utilizadas para melhorar a performance dos atletas de elite, tornando-os em superatletas,
com o atrativo de ainda nao existir um procedimento padronizado e de confianca para detetar a infracao

O objetivo desta dissertacao é fazer um estado-d'arte da bibliografia relevante sobre o tema
desde 2010, de forma a ser uma ferramenta de apoio para estudos prdticos posteriores. Assim, 0s
fundamentos tedricos dos métodos de transferéncia do material genético para o organismo do atleta, das
técnicas de edicao génica, dos possiveis genes alvo a serem utilizados e dos métodos de detecao podem

ser encontrados neste trabalho.

Palavras-chave: doping; doping genético; vetores virais; edicao génica; genes alvo; PCR; passaporte

bioldgico.



Abstract

Doping is a reality that has existed since ancient times and prevails to this day. With the
development of science in the field of gene therapies, there is, in parallel, the possibility of these therapies
being used to improve the performance of elite athletes, turning them into super athletes, with the
attraction of not yet having a standardized and reliable procedure to detect the infringement.

The main objective of this dissertation is to make a state-of-the-art of the relevant bibliography
on the subject since 2010, to be a support tool for further practical studies in this matter. Thus, the
theoretical foundations of methods for transferring genetic material to the athlete's body, gene editing

techniques, possible target genes to be used and detection methods can be found in this work.

Keywords: doping; gene doping; viral vectors; gene editing; target genes; PCR; biological passport.
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1. Introducao

Doping engloba a ocorréncia de uma ou mais violagdes das regras do cddigo anti-doping,
definidas pela World Anti-Doping Agency (WADA) (1). Por norma, estas violagoes sao o uso de substancias
ou métodos que permitem aumentar tanto a capacidade fisica como mental do atleta, dando-lhe
vantagem sobre outros atletas (2). Este cddigo anti-doping foi redigido pela primeira vez em 2003, mas a
utilizacao de substancias para melhorar a performance desportiva existe desde os Jogos da Antiga Grécia
(1,3,4). Para ganhar vantagem em relagdo aos oponentes, inicialmente, os atletas estudavam as melhores
dietas para obterem o pico de forma durante as competicdes (3,4). Estas substancias potenciadoras
baseavam-se em extratos de plantas, como a muscarina presente em alguns cogumelos, folhas de coca,
fluidos, tais como sangue e sémen, e 6rgaos de animais e até mesmo de outros Humanos (3,4). Na Grécia
Antiga percebeu-se, indiretamente, os efeitos benéficos da testosterona na melhoria do desempenho
desportivo, através da observacao dos animais apds a castracao e, por esta razao, os atletas comecaram
aingerir os testiculos de animais e de humanos e, muitos séculos mais tarde, explicados pela ciéncia (4,5).
Este tipo de doping esteve presente durante todas as épocas, desde a Grécia e Roma Antigas até a
atualidade. Ao mesmo tempo, outras substancias e métodos foram descobertos e passaram a integrar a
lista de substancias e métodos utilizados como doping. E em 1896 que, em Atenas, reemergira 0s Jogos
Olimpicos Modernos, fundados por Pierre de Coubertin, que lutou para que nao houvesse discriminagao
no desporto e que todos os atletas procurassem a exceléncia (6). Com este reaparecimento, o desporto
voltou a ganhar popularidade e, com este crescimento, a utilizacao de certas substancias também
reapareceu para dar vantagem aos atletas que as consomem (3,7). No fim do século XIX, a cafeina e o
alcool faziam parte das substancias mais utilizadas pelos atletas. Alguns deles tinham as suas prdprias
receitas de doping, onde misturavam diferentes estimulantes, como brandy e cocaina. Outros atletas
melhoraram os métodos utilizados na Antiga Grécia, sequindo um programa de injecdes de sangue das
proprias veias testiculares, sequidas de sémen e, por tltimo, liquido proveniente de testiculos de caes (4).
E apenas no século XX que aparecem os primeiros casos de doping com esterdides anabdlicos e
testosterona, sendo possivel observar fisioculturistas com musculos largos e deformados, consequéncia
dautilizagao dessas substancias. Durante o século XX, as anfetaminas comecaram a fazer parte darotina
dos atletas, principalmente dos ciclistas e, nas décadas de 60 e 70, todos os ciclistas consumiam esse
estimulante. Na década seguinte, as substancias preferenciais eram os esterdides anabdlicos e a
cortisona e todos os atletas tinham uma “dieta de drogas” muito extensa (4). Para além disso, vdrios
atletas tiveram efeitos adversos como consequéncia do abuso destas substancias, o que levou a criacao
de organizacées com o intuito de erradicar a utilizacao das mesmas, através de listas de substancias
proibidas e de programas anti-doping (3,4). Faziam parte das primeiras listas substancias como os

agentes anabdlicos, hormonas, diuréticos, estimulantes e narcéticos e métodos como as transfusoes de



sangue (4). Em 1967, o primeiro teste de controlo de atletas foi realizado pelo Comité Olimpico
Internacional, apds o decorrer das competicdes (3). Em 1989, foram implementados testes de controlo de
doping fora do periodo competitivo, depois de ter havido evidéncia de que muitos dos atletas planeavam
atoma destas substancias de forma a nao serem detetadas nos testes feitos durante as competicoes (3).
A primeira Conferéncia Mundial sobre Doping no Desporto foi realizada na década sequinte, depois da Tour
de France de 1998, onde foi descoberto que varios ciclistas utilizavam substancias proibidas (3). Nessa
Conferéncia, decorrida na Suica, foi redigida a Declaragao de Lausanne, que culminou na fundagao de uma
organizacao independente, a World Anti-Doping Agency, responsdvel por monitorizar os trés ideais
fundamentais do Cddigo Anti-Doping: aceitacao, implementacao e conformidade (1,3).

0 Cadigo Anti-Doping é o documento universal pelo qual é regido o Programa Anti-Doping e tem
como objetivo proporcionar a todos os atletas a participacao num ambiente desportivo livre de
substancias e métodos ilicitos, promovendo a satide, a igualdade e a justica entre todos os atletas (1). Este
Cadigo foi redigido primeiramente em 2003, mas foi a partir de 2004 que entrou em vigor. Desde essa
data, foi revisto e corrigido quatro vezes, tendo sido revisto a ultima vez no periodo de novembro de 2019
ajunho de 2020 e adotado a partir de 1de janeiro de 2021(1,8).

Desde a criacao da WADA e do Cddigo Anti-Doping, no inicio do século XXI, as vdrias
organizacoes desportivas e federac6es tém, em conjunto, lutado para diminuir a incidéncia e prevaléncia
da utilizacao de doping no meio desportivo. No entanto, € dificil definir com certeza a percentagem de
atletas que utilizam intencionalmente as substancias proibidas, estimando-se que ronde 0s 14% a 57%
(9). Estas estimativas sao feitas a partir de testes-padrao que, embora anénimos, ndo sao precisos, pela
falta de respostas com veracidade e objetividade e, também, pela falta de conhecimento acerca do doping
por parte dos participantes (9). Por outro lado, a percentagem de atletas que testam positivo nos controlos
anti-doping tem-se mantido baixa (cerca de 2%), devido a janela de detecao baixa no que diz respeito a
substancias proibidas especificas, a capacidade analitica dos laboratdrios acreditados pela WADA e
também pela incapacidade de distinguir a utilizacao dessas substancias com o cariz de doping ou médico
(9). Para diminuir a prevaléncia do doping no desporto, é necessdrio entender que os ntimeros sao
diferentes dependendo da modalidade desportiva e que o aumento dos controlos anti-doping pode nao
influenciar o aumento de casos detetados nem a diminuicao do nimero de atletas que consomem as
substancias consideradas doping (9,10). Isto significa que efetivamente existem diferencas na utilizacao
de doping entre desportos coletivos e individuais, sendo mais prevalente em desportos individuais, como
o ciclismo e hoxe (9,10). Por outro lado, o aumento da frequéncia dos controlos anti-doping nao vai
diminuir a percentagem de atletas que utiliza estas substancias, uma vez que a grande maioria dos atletas
tem poucos conhecimentos relativamente ao doping e aos problemas de sadde que podem vir a
desenvolver ao utilizar essas substancias promotoras da performance (10). Apesar da WADA e das

organizagoes nacionais anti-doping terem alguns planos educativos, sequndo Morente-Sdnchez e Mikel



Zabala, “para diminuir o fendmeno de doping, programas de prevencao e de informacao, iniciados com
atletas em idade jovem e envolvendo outros participantes (por exemplo, os médicos dos atletas, os
treinadores ou afamilia), sdo necessarios para estabelecer e manter atitudes e comportamentos corretos”
(10).

0 doping é a utilizagao de substancias ou métodos que permite melhorar as capacidades fisicas e
mentais do atleta, isto é, que podem atuar de forma a melhorar aresisténcia e a forca e poténcia muscular,
a acelerar o processo de recuperacgao de lesoes, a aumentar a tolerancia a dor e permitir que o atleta atinja
um estado de bem-estar psicoldgico que o permita manter-se motivado (7,11). Atualmente, a lista de
substancias e métodos proibidos estd dividida em trés categorias: substancias e métodos proibidos
durante e fora da competicao, substancias e métodos proibidos durante a competicao e substancias e
métodos proibidos em desportos especificos (tabelas 1, 2 e 3) (12,13). Algumas das substancias mais
utilizadas como doping pertencem ao grupo dos agentes anabdlicos, tais como os esterdides anabdlicos
androgénicos, de onde faz parte a hormona testosterona (1,14). Este grupo de substancias permite o
aumento da massa muscular, estando este aumento diretamente relacionado com a dose de substancia
consumida. Normalmente, ndao sao substancias utilizadas sozinhas, mas sim combinadas com outros
grupos de drogas, como, por exemplo, medicamentos diuréticos, para acelerar o processo de perda de
gordura e de dgua (14). Outro agente anabdlico muito utilizado é a hormona do crescimento, que pode ser
combinada com a utilizacao de esterdides anabdlicos. Esta substancia beneficia a funcao e o ganho de
massa muscular pelo estimulo da sintese proteica e conservacao das proteinas durante a atividade fisica
em jovens individuos. Contudo, estes efeitos nao sao tao vincados em atletas de alta competicao, que tém
o estimulo do exercicio fisico diariamente, uma vez que a hormona do crescimento tém uma maior
influéncia na producao de colagénio e nao nas proteinas miofibrilares, presentes nas fibras musculares
esqueléticas (14). Outros exemplos de agentes dopantes sdo a insulina e o fator de crescimento
semelhante ao insulin growth factor 1(IGF-1), a eritropoietina (EPO) e os agentes beta-adrenérgicos, e sao
utilizados com diferentes finalidades. A insulina e 0 IGF-1 estimulam o anabolismo muscular e aumentam
a disponibilidade de glucose para os musculos durante a pratica desportiva. A EPO permite o aumento da
capacidade de transporte de oxigénio do sangue para os musculos, levando, consequentemente, ao
aumento da capacidade de resisténcia do atleta. Por fim, 0s agentes beta-adrenérgicos sao utilizados pela
sua capacidade broncodilatadora, anabdlica e anti-inflamatdrio, bem como por aliviar a ansiedade (14).

Desde que a WADA foi fundada até a atualidade, houve vdrios progressos na medicina,
nomeadamente na drea da terapia génica, sendo definida pela transferéncia de material genético, como
DNA ou RNA, ou células geneticamente modificadas, para o organismo humano, com o objetivo de tratar
e/ouprevenir doencas, uma vez que esse material genético vai promover a sintese endégena de proteinas
deficitdrias (3,11,31-33). Apesar de terem sido feitos muitos avancos nesta drea e de jd existirem vdrios

farmacos aprovados para uso terapéutico humano, ainda existem algumas limitagdes e riscos que témde



ser ultrapassados antes da terapia génica poder ser utilizada de forma mais abrangente no tratamento de
vdrias doencas. A grande maioria dos farmacos aprovados pela FDA estao relacionados com as células
progenitoras hematopoiéticas derivadas do sangue do cordao umbilical, como é o caso dos produtos
ALLOCORD, CLEVECORD e DUCORD, utilizados em pacientes com patologias do sistema hematopoiético,
sejam estes herdados, adquiridos ou resultantes de tratamentos mieloablativos(34-37). Estes trés
farmacos sao usados em terapias alogénicas de células progenitoras hematopoiéticas de sangue do
cordao umbilical geneticamente modificadas para expressar o marcador celular de superficie CD34. Estes
farmacos sao indicados para uso em procedimentos de transplante de células progenitoras
hematopoiéticas de dadores nao relacionados, em conjunto com um regime apropriado preparativo
apropriado para a reconstituicao hematopoiética e imunoldgica destes pacientes. A utilizagcao destas
terapias pode acarretar alguns riscos, como reacoes de hipersensibilidade, reacoes de infusao, sindrome
e faléncia do enxerto, malignidades com origem no dador e transmissao de infecdes e de doencas
genéticasraras, e pode originar reacoes adversas, como hipertensao, vdmitos, ndusea, bradicardia e febre.
Em casos piores, pode levar a morte (38-40). Outros farmacos existentes sao o IMLYGIC, que sao virus
herpes simplex atenuados e modificados geneticamente e cujo objetivo é o tratamento local de lesdes
irressecdveis em pacientes com melanoma apds cirurgia inicial, 0 KYMRIAH, que esta direcionado para o
tratamento de pacientes até aos 25 anos com recaidas de leucemia linfoblastica aguda precursora de
células B ou pacientes adultos com recaidas de linfomas de células B grandes, linfomas de células B de
alto grau e linfomas de células B grandes derivados de linfomas foliculares, e utiliza células T autoldgas
modificadas através de um vetor lentiviral que codifica o recetor de antigénio quimérico anti-CD19, o
LUXTURNA, que visa o tratamento de pacientes diagnosticados com distrofiaretinal associada a mutacao
bialélica no gene RPE65 através de virus adeno-associados que fazem a transferéncia do gene alvo para
o0 hospedeiro, 0 MACI, que sao condrdcitos autdlogos cultivados numa membrana de colagénio suino,
utilizados para o tratamento de defeitos cartilaginosos do joelho em adultos, e 0 ZOLGENSMA, adequado
para o tratamento de criancas com menos de dois anos com atrofia muscular espinhal resultante de

mutacoes bialélicas no gene SMN1 e que seqgue o mesmo principio do LUXTURNA (41-50).



Tabela 1 Substancias e métodos proibidos pela WADA durante e fora da competoicao. Na coluna da funcao, o ponto 1 refere-se as fungoes que os medicamentos podem ter na

prética clinica; o ponto 2 é referente a fungao de melhoria da performance desportiva.

CATEGORIA SUBSTANCIAS FUNCAO EXCECOES DE RISCOS ASSOCIADOS ANO DE ENTRADA REFERENCIAS
UTILIZACAO NALISTA
SO Substancias Nao Qualquer substancia utilizada sem aprovagao médica para uso terapéutico humano. 20M (12,13)
Aprovadas
S1 Agentes Anabdlicos Tratamento de doencas como - Nos homens, 1975 (121315-18)
hipogonadismo masculino e complicacoes
osteoporose. cardiovasculares,
Aumento da massa magra e disfuncao sexual,
forca muscular. ginecomastia;
Nas mulheres, diminuicao
da glandula mamaria,
crescimento do clitdris.
S2 Hormonas  peptidicas, Tratamento de doencas como - Retencdo de fluidos; Décadade 90. (12,1318)
fatores de crescimento, anemia, hipogonadismo aumento da viscosidade do
miméticos (EPO, GH, masculino e deficiéncia de sangue.
FGFs, IGF-1, etc.) hormona do crescimento;
Aumento de oxigénio no
sangue; diminuicao do tempo
de recuperacdo.
S3 Agonistas B2 Tratamento de doenlas Inalacao de salbutamol, Taquicardia, arritmia  Década de 90. (12,18-20)
respiratérias, como asma e formoterol, salmeterol e ventricular e
DPOC. vilanterol para efeitos supraventricular, isquemia
Renovacdo dos musculos terapéuticos,comdoses do miocardio.
esqueléticos, causa hipertrofia mdximas definidas.
muscular e inibe a sua atrofia,
dilatacao das vias aéreas.
S4 Moduladores Hormonais Dependendo do tipo de A insulina pode ser No caso da insulina, pode Tem sofrido  (12-14,21,22)

e Metabdlicos (p.e:
inibidores de aromatase,
substancias anti-
estrogénicas, insulina)

modulador, podem ser
utilizados para tratar cancros
da mama, diabetes e
infertilidade feminina, p.e.

utilizada com uma
isencao de uso
terapéutico.

levar a hipoglicemia.

atualizagoes
regularmente.



CATEGORIA SUBSTANCIAS FUNCAO EXCECOES DE RISCOS ASSOCIADOS ANO DE ENTRADA REFERENCIAS
UTILIZACAO NALISTA
2. Especificacdo das fibras tipo |
para diminur a fadiga,
hiogénese mitocondrial,
aumento da sensibilidade a
insulina.
S5 Diuréticos e Agentes 1. Tratamento de hipertensdo, - Hiponatremia, distirbios 1988 (12,13,23)
Mascarantes edema agudo e crénico, do metaholismo de célcio e
insuficiéncia cardiaca e renal. de sddio, resisténcia a
2. Reducao rdpida do peso e insulina.
aceleracdo da excrecdo de
outros materiais dopantes do
organismo.
M1 Manipulacdo de Sanguee  Aumento do transporte de oxigénio  Oxigenoterapia. Transmissao de doencas 1985 (12,13,22,24)
seus componentes para os musculos através de infecciosas, anafilaxia,
dopagem sanguinea autdloga ou flebite, septicémia, GvHD,
homdloga, de utilizacdo de embolia, problemas de
produtos heterdlogos ou de armazenamento do
programas sequenciais de sangue.
extragdo, manipulagao e reinfusao
do sangue no corpo do atleta.
M2 Manipulacdo Quimica e 1. Adulteracdo das amostras Infusdes feitas em - - (12,13,22)
Fisica recolhidas para mascarar a contextos de
utilizacao de doping. hospitalizacao ou
2. Infusdes de fluidos investigacdo clinica.
intravenosos com o objetivo de
diluir as concentragbes de
agentes dopantes no sangue.
M3 Doping Genético e Celular 1. Transferéncia de dcidos - Resposta imune 2004 (12,13,22,25)
nucleicos ou analogos para exacerbada, risco de
alterar o genoma ou a expressao oncogénese aumentado.
génica. Outros  riscos  estao

2. Transferéncia de células normais
ou geneticamente modificadas.

associados a sequéncia
génica utilizada.



Tabela 2 Substancias e métodos proibidos pela WADA durante a competicao. Na coluna da funcao, o ponto 1 refere-se as fungoes que os medicamentos podem ter na prética
clinica; o ponto 2 é referente a funcao de melhoria da performance desportiva.

CATEGORIAS SUBSTANCIAS FUNCAO EXCECOES DE RISCOS ASSOCIADOS ANO DE ENTRADA REFERENCIAS
UTILIZAGAO NALISTA
S6 Estimulantes (p.e. | 1. Tratamento de narcolepsia, | Clonidina, se prescrito | Complicaces cardiacas | 1967 (1213,26)
cafeina, cocaina e défice de aten¢do ou supressao | para pessoas | que podem culminar em
anfetaminas) do apetite. hipertensas; derivados | morte stbita.
. Sentido de alerta aumentado, | do imidazole para uso
diminuicao da fadiga e ativacao | dermatoldgico, nasal ou
cardiovascular. oftalmico.
S7 Narcéticos (p.e. heroina, Fortes analgésicos utilizados | - Causa vicio. - (1213,22)
morfina, petidina) em tratamentos pés-
cirdrgicos.
Diminuicao da dor para
aguentar mais esforcos fisicos.
S8 Canabindides (p.e. tetra- Atenuacdo dos processos | Canabidiol. Psicose. - (12,27,28)
hidrocanabinol) inflamatdrios que advém da
pratica desportiva, havendo
diminuicdo das dores
musculares;
Diminuicao da ansiedade pré-
competicao e melhoria da
qualidade de sono.
S9 Glucocorticdides (p.e. Diminuicdo da  respostas | - Insuficiéncia adrenal, | - (12,29)
cortisona) imunes e inflamatdrias, pela imunodeficiéncia,
sua acao anti-inflamatdria e osteoporose, perda de
imunossupressora. massa muscular,
Melhoria do desempenho em desequilibrios
exercicios de intensidade metabdlicos.

submdxima por curtos

periodos de tempo.




Tabela 3 Substancias e métodos proibidos pela WADA em desportos especificos. Na coluna da funcao, o ponto 1 refere-se as fungdes que os medicamentos podem ter na prética
clinica; o ponto 2 é referente a funcao de melhoria da performance desportiva.

CATEGORIAS SUBSTANCIAS FUNCAO EXCECOES DE DESPORTOQS COM DESPORTOS COM REFERENCIAS
UTILIZACAO PROIBICAO DURANTEA  PROIBICAO
COMPETICAO DURANTE E FORA
DA COMPETICAQ
P1 Bloqueadores-f 1.  Tratamento de taquiarritmias | - Automobolismo, bilhar, | Tiro comarco, tiro. (12,30)

supraventriculares e arritmias
ventriculares.

2. Diminuicdo de sintomas de
stress (tremores) antes das
competicoes.

dardos, golfe, esqui e
snowboard, desportos
subaquaticos.




Mesmo havendo alguns riscos na utilizacao destes farmacos, estes nao sao um problema para
atletas que querem vencer provas independentemente das consequéncias, visto que preferem correr
esses riscos para melhorar a sua performance e aumentar a probabilidade de sucesso desportivo
(3,51,52).

Com a possibilidade de se utilizar a terapia génica no desporto como doping genético, em marco
de 2002, a WADA organizou uma reuniao com representantes das comunidades cientifica e desportiva
para discutir o aparecimento do doping genético e definir formas de antecipar a utilizacao desses métodos
pelos atletas. Dois anos depois, em 2004, a WADA incluiu o doping genético na lista de susbtancias
proibidas, na seccao M3 Gene Doping (31-33,51,53,54). Inicialmente, a WADA definiu doping genético
como 0 “uso nao terapéutico de genes, elementos genéticos e/ou células com capacidade de melhorar a
performance desportiva(53). Esta definicao sofreu diversas alteracdes ao longos dos anos e, atualmente,
a seccao M3 Gene Doping é definida por:

“Os seguintes, com o potencial de melhorar a performance desportiva, sao proibidos:

1. Ousode dcidos nucleicos ou andlogos de acidos nucleicos que possam alterar sequéncias do genoma
e/ou alterar a expressao génica por qualquer mecanismo. Isto inclui, mas nao esta limitado a, edicao
génica, silenciamento génico e tecnologias de transferéncia génica.

2. Ouso de células normais ou geneticamente modificadas.” (1,55).

As alteracdes feitas desde 2004 no cddigo anti-doping tém o intuito de enfatizar o propdsito da
utilizacao destas substancias como potenciadoras da performance e definir que doping genético
contempla, tambhém, a transferéncia de acidos nucleicos, estes que nao estavam previstos na primeira
versao do cédigo (53).

Doping genético é, entao, a introducao no corpo humano de um transgene ou sequéncia
nucleotidica com o objetivo de permitir a expressao de proteinas deficientes ou ausentes ou modelar a
expressao de proteinas funcionais existentes, com o objetivo do atleta adquirir vantagem sobre os seus
pares (3,7,11,31,52,54). Na grande maioria dos casos, essa proteina expressa sera semelhante a produzida
normalmente pelo organismo, sendo este um ponto crucial para a preferéncia de doping genético em
detrimento dos métodos de doping tradicional, uma vez que esta semelhanca entre os dois tipos de
proteinas dificulta a detecdo destas novas metodologias de doping (11,25). Para ocorrer esta transferéncia
génica, o material genético pode estar encapsulado em virus modificados e nao patogénicos ou, por
exemplo, em particulas lipidicas, para conseguir ultrapassar a membrana celular (3,31,54).

Até a data, nao ha evidéncia de utilizacao de doping genético por parte de atletas de alta
competicao. Esta falta de evidéncia pode dever-se a dois motivos. O primeiro motivo reside no facto de
ainda nenhum atleta ter efetivamente usufruido de doping genético e o sequndo porque ndo existem
testes que consigam detetar a presenca de proteinas recombinantes derivadas de técnicas de terapia

génica ou o material genético transferido. Contudo, a primeira ameaca de utilizacao de doping genético



surgiu com a possibilidade de uso do Repoxygen para melhorar a resisténcia dos atletas em desportos de
resisténcia (56). Este medicamento, fabricado pela Oxford BioMedical para tratar doencas como anemia,
consistia num vetor viral adeno-associado que continha o gene da eritropoietina. O resultado esperado
seria a producao enddgena aumentada desta proteina pelo misculo onde seria feita a administracao, por
injecao, permitindo, assim, um maior aporte de oxigénio a esse muisculo, com a particularidade de o préprio
medicamento ter a capacidade de ativar e inativar a producao de eritropoietina consoante os niveis de
oxigénio no sangue estarem diminuidos ou aumentados, respetivamente (31,32,51-53,56,57). Contudo,
este medicamento nao chegou a fase dos ensaios clinicos (53). Apesar da WADA considerar a
possibilidade de utilizacao de doping genético desde o inicio do século XXI, ainda nao foi definido um
método de detecao vidvel, isto é, que seja especifico, sensivel e 0 menos invasivo possivel. Esta situacao
coloca-se pelo facto do doping genético se basear na terapia génica, isto é, as proteinas produzidas sao
homdlogas as proteinas naturais do organismo, e também porque a injecao do material genético é, muitas
vezes, feita de forma intramuscular, tornado a detecao por amostras de sangue e urina dificil. A tnica
forma de detetar seria através de hidpsias musculares, o que é impraticavel e proibido pela WADA, e,
mesmo assim, nao hd garantias de detecao dos vetores de transferéncia nessas amostras
(3,711,31,32,51,52). No entanto, para contornar estas limitacdes, Ldpez et al. diz que “a utilizacdo de
estratégias independentes deixa muitas possibilidades por considerar” e, portanto, “a integracdao de
estratégias utilizando varias tecnologias devia ser considerada”, tais como estratégias baseadas na
combinacao de métodos como NGS e varios tipos de PCR, tais como o Multiplex PCR, que permite
amplificar varias sequéncias de DNA em simultaneo, e o dPCR, a terceira geracao de PCR, que ultrapassa
problemas como a reduzida quantidade de material genético alvo e os inibidores de PCR, permitindo a
absoluta quantificacao da amostra alvo (57).

O objetivo desta dissertacao é fazer um estado d-arte do doping genético na atualidade,
compilando os métodos de transferéncia e de detecao possiveis e, também, os genes determinantes na

melhoria da performance desportiva e os riscos de satide que podem advir da sua utilizacao.

2. Métodos

Esta dissertacao é um estado d-arte sobre doping genético, tendo a recolha de informacao
baseando-se em artigos cientificos originais e de revisao, publicados em revistas cientificas indexadas,
jornais cientificos e teses publicadas entre 2010 e 2021. Entre estas publicacoes, podem ser encontrados
artigos de revisao sobre doping genético e também artigos originais e de revisao sobre métodos de
transferéncia de material genético, genes envolvidos na performance desportiva e que podem ser
utilizados como doping genético, problemas de satde relacionados com a utilizagao de doping genético e

métodos de detecao de doping genético.
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A pesquisa de artigos para o estudo foi feita através das plataformas digitais PubMed (US National
Library of Medicine) e da Mendeley Search, utilizando, inicialmente, as palavras-chave “gene doping’,
“genetic doping’, "gene doping in sports’, “gene therapy as doping’, “gene doping and performance”,
“improved performance by gene doping’ e “genes for sports performance enhancement’. Através do
ndimero de artigos existentes para cada palavra-chave, foram escolhidas as palavras-chave com maior
relevancia e direcionadas para o estudo, sendo elas “gene doping in sports”, “gene therapy as doping” e
“gene doping and performance”. De sequida, foi feita uma segunda pesquisa com estas palavras-chave,
com o objetivo de definir se o estudo seria pertinente na atualidade. Esta pesquisa baseou-se no nimero
de artigos publicados em cada ano utilizando as palavras-chave escolhidas.

Apos este estudo e limitando a busca as palavras-chave e ao periodo de tempo escolhidos, foram
selecionados os artigos com resumos relacionados com os objetivos do presente trabalho. Esta triagem
teve o objetivo de eliminar artigos que nao respondiam a nenhuma questao de doping genético, isto é, que
nao eram artigos de revisao sobre doping genético, ou artigos de revisao ou originais que nao falavam
sobre os genes envolvidos na performance desportiva, métodos de transferéncia ou de detecao desses
genes.

Por fim, alguns artigos foram pesquisados durante o periodo de revisao e redacao bibliogrdfica.
Esses artigos foram pesquisados utilizando palavras-chave mais especificas para o tdpico em estudo,
como “gene transfer methods and gene doping’, “genetics and genomics in sports” e “gene doping

detection methods”, tendo como método de triagem o mesmo utilizado anteriormente (figura 1).

Pesquisa do nimero de artigos
utilizando varias palavras-chave
para selecio das palavras-chave
mais relevantes para o estudo.

|

Busca limitada as palavras-chave e

ao periodo escolhidos.

| 14 Fase de Pesquisa |

Triagem feita pela leitura dos
resumos dos artigos.

|

Pesquisa de novos artigos mais
especificos que respondam a
questdes colocadas durante o

periodo de revisdo bibliografica.

23 Fase de Pesquisa

Figura 1 Fluxo de pesquisa de publicacoes nos motores de busca.
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3. Resultados

Numa fase inicial, foi feita uma pesquisa com vdrias palavras-chave com o objetivo de determinar
qual o conjunto de palavras mais relevante para o estudo. As palavras-chave teriam de abranger tanto
artigos de revisao sobre doping genético, mas também artigos mais especificos e direcionados para um
determinado tema subjacente ao tema central de doping genético. Assim sendo, apds a busca inicial na
plataforma online PubMed, foram obtidos os resultados do grdfico 1. Pelo nimero de publicacoes para
cada busca, foram definidas como palavras-chave relevantes para o estudo as seguintes: “Gene Doping

in Sports”,"Gene Therapy as Doping’ e “Gene Doping and Performance”.

Publicacdes feitas entre 2010 e 2021
700
600
500
400
300

200

100 I I I
0 |

Gene Doping Gene Doping Gene Therapy Gene Doping  Improved Genes for
in Sports as Doping and Performance Sports
Performance by Gene Performance
Doping Enhancement

B Publicagbes

Grafico 1 Publicacdes encontradas entre 2010 e 2021 para as palavras-chave pesquisadas.

A segunda pesquisa foi realizada para se definir se o estudo sobre doping genético seria
pertinente, verificando-se que sim, uma vez que todos os anos sao publicados vdrios artigos sobre o tema
(gréfico 2).

Por fim, foram selecionados os artigos para estudo com base no titulo e, posteriormente, pelo
conteddo do resumo dos primeiros artigos selecionados. Durante o periodo de revisao da literatura
escolhida, utilizando as novas palavras-chave, procedeu-se a uma nova pesquisa e escolha de artigos
relevantes para o estudo. O fluxo de pesquisa, bem como o nimero de artigos selecionados, esta descrito
na figura 2. No grdfico 3, observa-se o niimero de artigos escolhidos para estudo por cada ano, dentro do

periodo escolhido.
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Artigos Publicados entre 2010 e 2021 relacionados com
Doping Genético
30
25
20
15

10

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

e "gene doping and sports" e=="gene therapy as doping" e=="gene doping and performance"

Grafico 2 Artigos encontrados entre 2010 e fevereiro de 2021 com as palavras-chave definidas.

Busca limitada as palavras-chave e
ao periodo escolhidos (n=480)

Selecdo de artigos através da Selegdo de artigos através da
relevdncia dos resumos (n=22) relevdncia dos resumos (n=9)
Revis8o bibliogréfica e pesquisa de Artigos selecionados para estudo

novos artigos mais especificos, (n=22+9 =31)

utilizando palavras-chave
direcionadas ao tema.

etapa.

PublicacOes Selecionadas para Estudo
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E Publicagbes

Grafico 3 Numero de publicagdes selecionadas para estudo por ano de publicagao.

Figura 2 Esquema representativo do fluxo de pesquisa juntamente com o niimero de artigos selecionado em cada
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3.1. Métodos de Transferéncia

0 doping genético tem, como fundamento, as técnicas de terapia génica. Desta forma, os métodos
de transferéncia utilizados no doping serao semelhantes aos métodos ja empregues na terapia génica. A
entrega do material genético no organismo pode ser feita de diversas formas, estando esses métodos
divididos em métodos de transferéncia direta ou in vivo e métodos de transferéncia ex vivo, através de
células que, normalmente, sao células estaminais derivadas do paciente ou, neste caso, do atleta
(7,52,53,58). 0s métodos de entrega in vivo haseiam-se na entrega de material genético diretamente no
organismo, isto €, na corrente sanguinea, no tecido ou no d6rgdo alvo (7). Para este processo ocorrer, é
necessario que o transgene alvo sejainserido num vetor de entrega e que este vetor sejainjetado no corpo
do paciente (58). Por outro lado, nos métodos de entrega ex vivo, é necessdria uma colheita de células do
paciente para serem modificadas geneticamente, através da insercao do transgene de interesse,
utilizando também um vetor de entrega (7,51,53,58). Apds o crescimento destas células modificadas in
vitro, sao selecionadas as células vidveis para serem introduzidas no organismo do paciente (7,51).

Os vetores de entrega sao cruciais para o sucesso da transferéncia do gene de interesse
independentemente do método de entrega utilizado e é necessdrio que estes vetores satisfacam alguns
requisitos. Um vetor de entrega precisa de ser eficiente na entrega do gene de interesse sem ser
reconhecido pelo sistema imune do hospedeiro, isto €, nao pode induzir respostas imunes ou iniciar
processos inflamatdrios. Deve aumentar as funcdes normais pretendidas, corrigir deficiéncias ou inibir
atividades patogénicas, e deve permitir a expressao do gene durante um longo periodo de tempo (59).

Os vetores podem ser divididos em vetores nao virais e vetores virais. Os vetores nao virais
podem ser lipossomas, plasmideos, vesiculas lipidicas, moléculas de DNA simples e complexos de DNA e
proteinas. Estes vetores apresentam uma menor citotoxicidade, a sua preparacao é mais fdacil e barata e
a probabilidade de contaminagao é menor do que noutros métodos, mas a sua eficiéncia é reduzida, uma
vez que a sua duracao é menor e os efeitos sao apenas no local da injecao (7,32). Os vetores nao virais
podem ser, ainda, divididos consoante o seu sistema de entrega, isto €, se sao métodos quimicos e utilizam
transportadores quimicos que neutralizam a carga negativa dos seus dcidos nucleicos (Tabela 4), ou
fisicos que causam dano local e reversivel da membrana celular para permitir a entrada do material

genético na célula (Tabela 5) (7).
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Tabela 4 Métodos de entrega quimicos utilizados na transferéncia de material genético.

METODO CARACTERISTICAS VANTAGENS DESVANTAGENS REFERENCIAS
LIPIDOS CATIONICOS | Acidos nucleicos Método seguro e Eficiéncia baixaa média, (52,60)
(LIPOSSOMAS) incorporados em lipidos. com haixa imunogeénico,

citotoxicidade. dispendioso.
POLIMEROS Acidos nucleicos Elevada eficiénciain  Citotoxicidade (52,60)
CATIONICOS combinados com vitro, facil de dependente de dose

policatides. manipular, pouco elevada, ativacao do
dispendioso. complemento, baixa
eficiéncia in vivo.

COMBINACAQ DE Vetor com nicleo de Elevada eficiénciain  Eficiéncia baixaamédia, (60)
COMPLEXO0S policatides e DNA, envolto vitro, facil de imunogeénico,
LIPIDICOS E por lipidos. manipular. dispendioso.
POLIMERICOS
MATERIAIS Acidos nucleicos ou Propriedades do Baixa eficiéncia (60)
TRANSPORTADORES | vetores ndo virais ligadosa  material utilizado.
(NANOPARTICULAS, estes materiais por
NANOEMULSOES, ligacoes covalentes ou nao
MICROBOLHAS, covalentes.
MATERIAIS
BIOLOGICOS)

Tabela 5 Métodos de entrega quimicos utilizados na transferéncia de material genético.

METODO CARACTERISTICAS PROS CONTRAS REFERENCIAS
INJECAO POR Método seguro e Eficiéncia de transfecao  (60)
AGULHA DE facil. baixa.
DNA/RNA SIMPLES
GENE GUN Injecao de particulas de Baixa citotoxicidade,  Baixa eficiéncia, (52,60)
ouro revestidas de DNA entrega direta de penetracdo superficial
através da membrana genes no citoplasma  nos tecidos.
celular. e no ntcleo.
INJECAO DE JATO Injecao potente de Sem utilizagdo de Dano dos tecidos, (52,60)
solucdes com DNA simples  agulha, facil de eficiéncia moderada.
nos tecidos. controlar, seguro.
ELETROPORACAO Aplicacao de campos Altamente efetivo, Acessibilidade de (7,52,60)

elétricos para aumentar a
permeabilidade da
membrana celular e
facilitar a absorcao dos

transgenes.

boa eficiéncia,
transferéncia de
DNA de maior

tamanho.

elétrodos,
procedimento cirdrgico
necessario, dano dos

tecidos.
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METODO CARACTERISTICAS PROS CONTRAS REFERENCIAS

ULTRASSOM Aumento da Na&o invasivo, Baixa eficiéncia. (52,60)
permeabilidade da eficiente e seguro.

membrana celular.

MAGNETOFECAO N&o invasivo, Transfecao transiente. (60)
elevada precisao,

bhaixa citotoxicidade.

Os vetores virais sao transportadores eficientes com inlimeras vantagens, como a grande
capacidade de armazenamento de transgenes, o tropismo para um tipo celular especifico e a expressao
prolongadado gene, uma vez que alguns destes vetores podem integrar o genoma do hospedeiro, fazendo
parte do mesmo, e sendo transmitidos as células-filhas, aquando da divisao celular(7,32,52,58). Estes
vetores sao derivados de varios tipos virais, que foram modificados geneticamente para nao se
replicarem, o que os torna menos imunogénicos(51,52). Para ocorrer a transferéncia do gene de interesse,
o vetor viral deve ser introduzido no organismo, onde estes entram nas células e libertam o gene, este que
vai ser expresso pela utilizacdo da maquinaria bioguimica celular(3,52). Vetores virais derivados de
retrovirus integram o seu material genético nos cromossomas da célula humana, enquanto vetores virais
derivados de adenovirus apenas introduzem o gene no nicleo sem ocorrer a integracao do mesmo num
cromossoma (tabela 6) (3,52,53,58,61). Contudo, a recombinacao enddgena viral pode acontecer,
aumentando o risco de mutagénese de insercao, pela potencial interrupcao de genes essenciais para a
sobrevivéncia da célula (61). Para além desta consequéncia, os vetores virais podem ser reconhecidos
pelo sistema imune do hospedeiro, resultando numa resposta imune exacerbada, o que, por si s6, diminui
a eficiéncia deste vetor e, consequentemente, a eficiéncia da transferéncia do transgene para o
organismo(7,32,59).

A transferéncia de material genético, apresenta desafios que devem ser ultrapassados para que
ocorra o sucesso da mesma. Consequentemente, estes desafios estarao presentes quando se fala de
doping genético, uma vez que este método de doping é baseado na terapia génica. Um dos principais
desafios serd a durabilidade da expressao génica. Ao utilizar doping genético, existe uma forte
possibilidade de o atleta querer que a expressao génica seja de longa duracao. Este efeito pode ser
alcangado por vdrias tomas de doping genético ou integracao do gene num cromossoma, permitindo uma
ativacao mais prolongada do gene introduzido no organismo (7,52). Neste Ultimo caso, um dos efeitos
secunddrios que podem ocorrer é a mutagénese de inser¢ao, com a possibilidade de desenvolvimento de
vdrias patologias, como por exemplo o cancro, devido a desregulacao ou ativacdo de oncogenes,

resultante da falta de controlo da zona onde o gene é inserido (7,32,52).
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Tabela 6 Propriedades dos vetores virais utilizados na terapia génica e, consequentemente, no doping genético.

ADENOVIRUS VIRUS ADENO- RETROVIRUS  LENTIVIRUS HERPES VIRUS  PLASMIDEO
ASSOCIADOS
ACiDOS DNA DNA RNA RNA DNA DNA
NUCLEICOS
CAPACIDADE Elevada Pequena Pequena Elevada Elevada llimitada
INTEGRAGAQ NO Nao Muito raro Sim Sim Sim Nao
GENOMA
DURACAOQ DA Transiente Longaem Longa Longa Transiente Transiente
EXPRESSAO células
quiescentes
EFEITOS Resposta Resposta Mutagénese e Mutagénese Resposta Nao tem
ADVERSOQS inflamatdria, seem  inflamatéria resposta inflamatdria
altas doses suave inflamatoria
TRANSMISSAQ Ndo Pode ocorrer Pode ocorrer Sim Nao Ndo
PARA ALINHA
GERMINATIVA
OUTRAS Eficiéncia média, Eficéncia Infeta apenas Eficiéncia Eficiéncia
CARACTERISTICAS | infeta apenas variavel células elevada, nao elevada.
células mitdticas. mitéticas necessita de

REFERENCIAS

(7,51,59)

células em

divisao
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Outro desafio pode ser a modulagao da expressao génica do gene de interesse, o que impede
prever a quantidade de proteina produzida nem a duracao desta expressao. Por fim, existe ainda o risco
de integracao do material genético em células da linha germinativa, permitindo a transmissao génica para
as geracoes futuras (32).

Outro ponto a ter em conta aquando da transferéncia do material genético é a resposta imune,
principalmente quando o vetor utilizado para esta transferéncia é viral (52). Se ocorrer esta resposta
imunitdria, havera a diminuicao da eficacia do doping genético, como uma maior dificuldade na repeticao
de administracdo do transgene no organismo (32,52,53). A utilizacdo de vetores nao virais pode diminuir
a probabilidade de inducao de resposta imune, mas nao a elimina por completo (32,52). O facto de haver
producao de uma proteina que pode ter ligeiras diferencas comparativamente a proteina enddgena
também pode induzir resposta imune (32). A utilizacdao de alguns métodos, como os lipossomas
catidnicos, induzem uma rdpida producao de citocinas pro-inflamatdrias pelas células imunes,
estimuladas pelos grupos CpG nao metilados dos plasmideos de DNA (52). Com todos estes pontos
contra, o maior desafio € manter a seguranca do individuo que usufrui do procedimento, desde a
manipulacdo dos vetores em laboratdrio, até a possivel resposta imune desencadeada pelo vetor
(7,32,52). Durante este século, uma nova abordagem que permite a manipulacdo de qualquer gene a
escolha num vasto leque de tipos de células e organismos, tem sido estudada, sendo-lhe dada o nome de
edicao génica. Esta técnica é baseada na utilizacao de nucleases, compostas por dominios de ligacao a
sequéncias especificas de DNA gue estao fundidas com mddulos de clivagem nao especificos (62). As
nucleases utilizadas nas técnicas de edicao génica sao as meganucleases (MNs), as zinc-finger nucleases
(ZFNs), as transcription activator-like effector nucleases (TALENS) e as clustered regularly interspaced
short palindromic repeats (CRISPR) e a CRISPR-Cas9 (3,62,63). 0 mecanismo base de disrupcao génica
ou recombinacao homdloga é subjacente a todas elas. Isto €, todas as nucleases promovem a quebra da
cadeia dupla em locais especificos do genoma e consequente ativacao dos mecanismos de reparacao
celular do DNA (62-64). Esta reparacao pode ser feita por dois mecanismos diferentes, dependendo da
presenca ou auséncia de moléculas dadoras de DNA adequadas (63,64). Assim, se essas moléculas
dadoras existirem, existe uma reparacao baseada na homologia das cadeias e, portanto, um evento de
edicao génica. Por outro lado, se nao estiverem presentes essas moléculas, vai existir uma uniao de
extremidade ndao homdloga, levando a eventos de disrupcao génica pela insercao e/ou delecdo de
nucledtidos (62—64). Assim sendo, estas novas técnicas tém diversas funcées, como introducao ou
substituicao de genes e insercao ou delecao precisa de segmentos de DNA com vdrios comprimentos

(tabela7) (3).
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NUCLEASE

Tabela 7 Técnicas de edi¢cao génica utilizando nucleases.

MNS

ZFNS

TALENS

CRISPR-CASS

CARACTERISTICAS
GERAIS

VANTAGENS

DESVANTAGENS

REFERENCIAS

Endodesoxirribonu-
cleases naturais
encontradas em
microorganismaos,
mitocondrias
eucariotas e

cloroplastos.

Locais de
reconhecimento
com grande
comprimento; baixa
citotoxicidade em

mamiferos.

Numero limitado de
sequéncias alvo
disponiveis;
preparacdo das
enzimas dificil, baixa

eficiéncia de edicdo.

(63,65)

Fusao do dominio de
clivagem de DNA nao
especifico da
endonuclease de
restricao da Fokl com

proteinas zinc-finger.

Especificidade dos
dominios de dedos de
zinco desenhados
direcionam o dominio
de clivagem para o
local de interesse;
design de ZFNs
especificos para os
diferentes locais de
interesse,; facil
entregain vivo
através de métodos
fisicos e vetores virais
de transducdo.
Especificidade
dependente da triplete
alvo e das sequéncias
adjacentes do
genoma, provocando
toxicidade nas células
pelas clivagens fora
do alvo; apenas um
Unico alvo de cada
vez.

(62-65)

Fusao do dominio de
clivagem da Fokl e os
dominios de ligagao
ao DNA das proteinas
TALE, estas que
contém cerca de 35
dominios de

aminoacidos que

reconhecem, cada um,

um unico par de bhase.
Menos dispendioso;
mais seqguro; mais
eficiente; sem
clivagens fora do alvo,
logo, menos
citotoxicidade; design

simples.

Tamanho grande,
impedindo a sua
transferéncia in vivo,
elevada possibilidade

derecombinacao.

(62-65)

Sistema de imunidade

adquirido das bactérias,

composto pela nuclease

Cas9 e single-guide RNA
(sgRNA). 0 sgRNA é uma

molécula de RNA

projetada para

reconhecer a sequéncia

alvo, para clivagem pela

nuclease Cas9.

Manipulacdo de uma

sequéncia curta de RNA;

design rapido e rentavel;

aplicado a varios tipos

celulares:

Dificuldade na
transferéncia in vivo
devido ao tamanho da

nuclease Cas9.

(62-65)
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3.2. Genes Alvo

A performance desportiva é um conjunto de caracteristicas influenciadas nao sé por fatores
genéticos, mas também por fatores ambientais e, com o decorrer das décadas, tém sido realizados varios
estudos com o objetivo de identificar quais 0s genes mais relevantes para um fenétipo atlético de elite. Os
estudos tém comprovado que efetivamente existem genes relevantes para o desempenho desportivo de
exceléncia, podendo variar consoante o desporto (51,66,67). Dentro destes genes relacionados com a
performance desportiva, existem ja varios polimorfismos estudados e definidos e que vao influenciar o
fendtipo do atleta. Por exemplo, o gene ACTN3 estd relacionado com a velocidade, mas dependendo do
polimorfismo presente nesse gene, o atleta pode ser um excelente velocista ou um eximio corredor de
longas distancias. Assim sendo, existem cerca de 100 marcadores genéticos relacionados com a
endurance dos atletas e, pelo menos, 69 marcadores genéticos ligados a poténcia (68).

De forma geral, qualquer gene envolvido na locomocao, no aporte de oxigénio, na coordenacao
neuromuscular, nareparagao e crescimento muscular ou alivio de dor pode ser um alvo de doping genético,
tal como acontece com outros tipos de doping (52). No entanto, a semelhanca das terapias dirigidas, o
sucesso do doping genético vai depender da correta escolha de genes de acordo com o desporto que o
atleta pratica (51). Assim sendo, atletas que pratiquem modalidades de resisténcia, como atletismo ou
natacao, terao, como alvo, genes envolvidos no aporte de oxigénio e na reducao da fadiga, enquanto
atletas de modalidades de forca ou agilidade preferirao genes envolvidos na estimulacao de massa
muscular e aceleracao do processo de recuperacao de lesdes (51,67).

Apesar de existir um leque diversificado de genes que podem ser utilizados como doping genético
para as diferentes modalidades, acredita-se que ha uma maior probabilidade de utilizar determinados

genes (7,52,69).

3.2.1. Genes Envolvidos na Melhoria da Resisténcia

Atletas que pratiquem desportos de resisténcia, como algumas modalidades do atletismo e da
natacao, vao sofrer adaptacdes a esse estimulo, estas que estao relacionadas com o metabolismo celular
e comafuncdo cardiovascular. Fatores como a proporc¢ao de fibras musculares de contracdo lenta e ataxa
mdxima de consumo de oxigénio (VO.max) sdo, entdo, cruciais para perceber como poderd ser o
desempenho do atleta em provas de resisténcia (69,70). Existem, também, factores que influenciam a
V0.max, sendo estes o fluxo sanguineo muscular, o préprio sistema respiratdrio, a circulagao sanguinea e
0 metabolismo muscular, que estao estreitamente relacionados com a densidade capilar nos musculos
esqueléticos, o nimero de mitocondrias nos midcitos, o output cardiaco, os niveis de hemoglobina e a

atividade das enzimas oxidativas (70).
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Eritropoietina (EPO)

De todos os genes possivelmente utilizados como doping genético, a EPO é dos mais conhecidos,
uma vez que a sua utilizacao como doping jd existia no passado (67). A EPO é uma glicoproteina composta
por 165 aminodcidos sintetizada pelos rins, principalmente pelo cortex, em resposta a baixos niveis de
oxigénio no sangue (51,52,71). E quando os niveis de oxigénio estao diminuidos que a EPO é produzida e
libertada, ocorrendo a ligacdo com o seu recetor, EPO. E esta ligacdo que vai estimular a eritropoiese,
aumentando assim o aporte de oxigénio aos musculos (51,71). Este aumento do aporte de oxigénio é
explicado pela atuacao da EPO ao nivel da requlacao da eritropoiese que ocorre na medula dssea,
permitindo o aumento da hemoglobina e dos hematdcritos (11,67,71).

A rEPQO foi introduzida como droga proteica no final dos anos 80, para o tratamento da anemia
causada por diversas doencas, como a doenca crénica renal, o HIV e o cancro, permitindo que haja outra
alternativa para os transplantes de sangue. (52,71,72). ArEPO tem, entao, as mesmas funcdes que a EPO
enddgena, permitindo, assim, o aumento da capacidade de resisténcia do atleta, melhorando a sua
performance, uma vez que permitem o aumento do aporte de oxigénio aos musculos sem que ocorra
hipéxia (51). Desta forma, atletas e treinadores com objetivos imorais véem nesta hormona um
passaporte para um melhor desempenho nas competicdes (71). A primeira utilizacao ilicita de rEPO foi
documentada no Tour de France de 1989 e, desde entdo, nao foi um caso unico (51).

Os atletas que utilizam a rEPO usufruem, entao, do aumento da capacidade mdxima de consumo
de oxigénio do corpo, permitindo melhorias na capacidade de resisténcia do atleta (71). No entanto, os
maleficios trazidos por esta mesma utilizacao podem ser inimeros e podem variar entre sintomas ligeiros
ou levar até mesmo a morte (7,71). A estimulacao da eritropoiese feita pela utilizacao de rEPO vai
aumentar a viscosidade do sangue e, por consequéncia, hd o aumento do risco de bloqueio da
microcirculacdo, insuficiéncia cardiaca, derrames, embolia e hipertensao (51). Para além destes efeitos
adversos, o individuo pode sentir sintomas gripais, reacdes alérgicas e anafildticas, possibilidade de
progressao tumoral em individuos com tumores e aplasia eritrocitdria pura (71).

Outra caracteristica atrativa da rEPO para os interessados na utilizacao de doping € a dificuldade
de a detetar através dos métodos de detecao utilizados pelas entidades anti-doping. Esta dificuldade
reside na dificil distincao entre a EPO (enddgena) e a rEPO (droga), no curto tempo de vida da proteina no

soro e naimpossibilidade de detecao na urina 3 a 4 dias apds a injecao (71).

Hypoxia Inducing Factor (HIFs)

Os HIFs sao fatores de transcricao associados a stress hipdxico (69). Estes sdo libertados quando

0 organismo enfrenta situacdes de baixos niveis de oxigénio e vao ativar a transcricao de outros genes

21



envolvidos no controlo da hipdxia, da angiogénese, da ativacao da eritropoiese e da regulacao do
metabolismo da glicose (7,52,69). Em condicoes de oxigénio normais, estes fatores sao desativados,
sendo apenas ativados em condi¢oes de hipdxia. Dentro dos HIFs, o HIF-1 estd presente em quase todos
os tecidos do organismo, principalmente nos rins e no coracao, enquanto o HIF-2 estd limitado a alguns
tecidos, como as células endoteliais (32,69).

A estimulacao da expressao de HIFs através de doping genético em condicdes normais de
oxigénio pode melhorar as capacidades de resisténcia do atleta (7,52). Estes fatores de transcricao
estimulam, também, genes associados com a adaptacao metabdlica das células, a angiogénese, a
apoptose e a carcinogénese. Assim sendo, estas alteracoes podem levar a enfartes do miocardio,

derrames ou cancro (7,32,52).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

O VEGF promove a angiogénese, ou seja, a formacao de novos vasos sanguineos através da
ramificacao de vasos ja existentes e, também, funciona como um fator de sobrevivéncia de células
endoteliais (7,51,52,67,72). Estas caracteristicas trazem vantagens para um atleta de resisténcia que
usufruir de doping genético utilizando vetores com este gene. A angiogénese vai permitir uma maior
difusao de oxigénio pelos tecidos e, consequentemente, uma maior disponibilidade de oxigénio para a
producao de energia, aumentando, assim, as capacidades de resisténcia do atleta (72). Adicionalmente,
um maior fluxo de sangue nos musculos adia a fadiga, sendo muito vantajoso para atletas de resisténcia,
uma vez que vao sentir menos exaustao comparativamente a um atleta que nao usufrua de doping
genético (51).

Por estimular a angiogénese, o VEGF pode ainda ser utilizado para acelerar os processos de cura
delesdes (67). Com tudo, a utilizacao de VEGF como doping genético pode causar efeitos secundarios, tais

como doencas neoplasicas, respostas imunes e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos (7,51).

Peroxissome proliferator-activated receptor-6 (PPAR-6)

O PPAR-35 tem principal relevancia no que diz respeito a melhoria da resisténcia dos atletas
(52,69). Estes recetores estao envolvidos no metabolismo mitocondrial e 0 PPAR-35 regula a expressao
de outros genes relacionados com o metabolismo de lipidos e hidratos de carbono (51,69). A ativacao do
PPAR-5 estd, entao, relacionada com diminuicao de ganho de peso, aumento da resisténcia do musculo
esquelético, aumento da sensibilidade a insulina, melhoria da funcao cardiovascular e diminuicao da

inflamacao aterogénica (52).
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A melhoria da resisténcia é explicada pela influéncia que estes recetores tém na alteragao das
fibras musculo-esqueléticas tipo |, de contracao rapida, em fibras musculares de tipo Il, de contracao lenta
(32,67). Assim, a sobre-expressao deste gene pode aumentar a proporcao de fibras tipo Il em relacao as
de tipo I, sendo vantajoso para atletas de resisténcia (67,69).

A transferéncia deste gene para o organismo humano aponta para a sobre-expressao de

hormonas sexuais e, tambhém, em cancro do célon (7).

Angiotensin converting enzyme (ACE)

0 gene ACE codifica uma enzima capaz de transformar a angiotensina | em angiotensina ll, que é
um vasoconstrictor (69). Desta forma, a ACE estd envolvida na requlacao da pressao sanguinea,
aumentando a mesma (7,69). A mesma enzima atua, também, na diminuicdo da pressao sanguinea, pela
inativacao da bradicinina, aumentando, assim, a proporcao de fibras musculares de contracao lenta (7).
Assim, a ACE pode estar associada a melhoria da resisténcia, mas também a melhoria da eficiéncia de
sprints,dependendo do polimorfismo presente no gene (7,32,66,69). O polimorfismo de insercao/delecao
(I/D) neste gene foi o primeiro polimorfismo associado ao atletismo e diferentes gendtipos vao estar,
entao, associados a diferentes caracteristicas (66). A insercao de um fragmento neste gene estd
associada ao desempenho desportivo de resisténcia, enquanto que a delecao desse mesmo fragmento
estd associado ao desempenho relacionado com a forca e poténcia (32,52,66). A insercao do fragmento
nos dois alelos traduz-se fenotipicamente em baixa atividade da enzima e esta caracteristica é
frequentemente encontrada em maratonistas, triatletas e remadores, todos eles atletas de modalidades
gue requerem resisténcia, uma vez que existe correlacao com o aumento da eficiéncia muscular (66,69).

Uma vez que este gene codifica uma enzima relacionada com a regulacao da pressao sanguinea,

uma das consequéncias podera ser o aparecimento de angioedemas (7).

Cytosolic phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK-C)

A PEPCK-C é uma enzima reguladora da gluconeogénese, sendo crucial para a homeostasia da
glucose (7,51).

Apesar de o seu papel como potenciador de performance ainda nao estar definido e de nao
existirem quaisquer ensaios clinicos no que diz respeito a sua utilizagao nas terapias génicas, estudos em
ratinhos apontam para uma melhoria da resisténcia e diminuicao da gordura corporal, uma vez que o

aumento de triglicéridos potencia a performance desportiva (51,67).
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Também ainda nao ha certezas quanto aos efeitos negativos que este gene possa ter no corpo
humanao, derivado da sua utilizacao incorreta, mas sabe-se que a sua sobre-expressao pode resultar em

hiperglicemia (7,51).

3.3. Genes Envolvidos na Melhoria da Forca e Poténcia Muscular

Na fisiologia desportiva, poténcia e forca sao categorizadas como caracteristicas musculares
diferentes. No entanto, no que diz respeito aos estudos genéticos, estes fendtipos sao estudados em
conjunto e descritos como o status de forca/poténcia (forca/velocidade) do atleta (70). Contrariamente
aos desportos de resisténcia, os desportos que requerem velocidade e forca, como os 100 metros no
atletismo e o halterofilismo, sao esforcos de curta duracao que precisam de desenvolver forca maxima
num curto espaco de tempo, ativando, assim, fontes anaerdbicas de ATP (70).

Apesar de ja terem sido descritos varios marcadores genéticos para a forca e poténcia muscular,
existem marcadores que sao mais sigificativos do que outros. Assim, nestes desportos, as caracteristicas
musculares preponderantes sao a proporcao de fibras musculares tipo Il, estas que sao fibras de
contracao rapida e que determinam a forca contratil e permitem gerar forca maxima num curto periodo de

tempo, e também a area transversal do préprio mdsculo (70).

Growth Hormone (GH)

A GH é uma hormona peptidica produzida pelas células somatotrdpicas da glandula pituitdria
anterior e, no adulto, é importante para a manutencao da composicao corporal, bem-estar, performance
fisica e saude cardiovascular (51,52,73,74). A sua producao € estimulada por hormonas produzidas pelo
hipotdlamo, tais como a hormona libertadora da GH, a somatostanina e a grelina, e a libertacao destas
hormonas estd dependente de fatores como o sono, o exercicio, a idade, o sexo e 0s niveis de IGF-1
(51,52,73). Apesar da sua utilizacdo como substancia melhoradora do desempenho estar muito
disseminada pelo mundo do desporto e de haver relatos de varios atletas de elite que consumiram esta
substancia, como os velocistas Ben Johnson e Marion Jones, medalhistas nos Jogos Olimpicos, nao ha
evidéncia cientifica que suporte os pressupostos tedricos de que a GH ajuda a melhorar a performance
desportiva em atletas de elite (52,73). Contudo, estudos demonstraram que é possivel aumentar a
producao de IGF-1indiretamente através do aumento da producao enddgena de GH, e a GH é de aquisicao
mais fdcil que a IGF-1, o que pode justificar o abuso desta hormona (51,73).

A GH tem um papel importante na manutencao da composicao corporal no adulto, uma vez que

tem um efeito lipolitico muito forte. Como efeito, a utilizacao de GH pode resultar na perda de massa gorda
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e aumento da massa magra. Este efeito de lipdlise ocorre pela redugao da acao de enzimas lipogénicas e
pelo aumento de producao de outras hormonas lipoliticas e também pela expressao aumentada de
recetores adrenérgicos nos adipdcitos (73). A GH induz, também, a captacao de glicose e de aminoacidos,
estimulando a sintese proteica e, desta forma, aumenta a forca muscular e é por essarazao que € utilizada
por atletas como os velocistas (51).

0 abuso de GH aumenta o risco de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, edema periférico e
artralgias (52,73,74). Como os genes da GH e da IGF-1 sdo genes anti-apoptéticos e mitogénicos, a

carcinogénese é um risco potencial, embora existam apenas evidéncias para o IGF-1e ndo ao GH (73).

Insulin growth factor 1(1GF-1)

0 IGF-1é um péptido estruturalmente semelhante a insulina que é produzido apds a ativacao do
eixo hipotdlamo-pituitdria-figado. O hipotalamo produz a hormona libertadora da GH, que estimula a
pituitaria a produzir e libertar GH e esta, por fim, vai estimular a producao de IGF-1pelo figado (11,51,67).

0 aumento de IGF-1 permite a hipertrofia muscular e reparacao muscular apds danos derivados
de sobrecarga ou stress. Esta hipertrofia leva, consequentemente, a um aumento de poténcia e forca
muscular (51). Os niveis de IGF-1aumentados também retardam a perda e atrofia muscular em momentos
de paragem de pratica de exercicio fisico, o que foi verificado em estudos conduzidos em ratinhos nessas
condicdes (11). Para estes efeitos serem significativos, a concentracao desta proteina tem de ser elevada,
uma vez que o seu periodo de semi-vida € curto e tem uma rapida depuracao. A introducao deste gene e
nao da proteina recombinante apresenta uma solucao, garantindo a manutencao de concentracgoes altas
da proteina IGF-1e, visto que os efeitos estao restritos ao musculo alvo, torna a transferéncia deste gene
um método relativamente sequro (52). Para além de ser mais seguro, este método provou obter melhores
resultados na regeneracao muscular ps-lesao do que a administracao sistémica da proteina IGF-1(52).

No entanto, elevadas concentracoes de IGF-1 podem trazer vdrios problemas para a satide dos
atletas, uma vez que pode ocorrer resisténcia a insulina, hipoglicemia, disturbios de crescimento e
problemas cardiovasculares, como hipertrofia cardiaca (51,52). A semelhanca do gene da GH, o gene que
codifica a IGF-1 é promotor da progressao do ciclo celular e inibe a apoptose, o que pode acionar outros
fatores de crescimento e até mesmo interagir com vias envolvidas na carcinogénese e,

consequentemente, contribuir para o cancro (52).
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Miostatina (MSTN)

A MSTN é um membro da superfamilia dos fatores transformadores de crescimento (TGF-B) e
atua como um regulador negativo do crescimento das células musculares, isto €, a sua presenca limita o
crescimento muscular (11,31,52,67,72). Este controlo do anabolismo muscular € feito através da inibicao
da ativacao das células miossatélite e também da diminuicao do potencial de hiperplasia e hipertrofia das
fibras musculares (32). Assim sendo, o bloqueio desta proteina leva ao aumento da massa e forca
muscular, sendo indicada para atletas que precisam de forca muscular e ndo poténcia/velocidade (51).

A MSTN ganhou foco quando, em 2004, foi reportado um caso de uma crianca com deficiénciana
miostatina. A crianca alema nasceu com mutagoes em ambas as copias do gene MSTN, o que possibilitou
que tivesse, aos 4.5 anos de idade, uma constituicao fisica semelhante a um halterofilista e com a
capacidade de segurar em halteres de 3kg com os bracos esticados. A mae da crianca, uma antiga atleta
profissional, foi estudada e apresentava a mesma mutacao em apenas uma das cdpias (31,32,52).

A inibicao in vivo da MSTN é um potencial alvo de doping genético e existem diversas formas
estudadas para o fazer (figura 3). No entanto, estes métodos foram estudados exaustivamente apenas
em animais e nenhum deles foi estudado em humanos (32,51).

A utilizacao de bloqueadores de MSTN e consequente sub-expressao aumentam o risco para um
défice de funcdes cardiacas e respiratdrias. Por outro lado, a sobre-expressao da MSTN pode induzir

caquexia e estd relacionada, também com obesidade e diabetes (51).

Folistatina
(glicoproteina que
se liga & MSTN,

impedindo que se
ligue ao seu recetor) Sobre-expresséo de
. proteinas MSTN sem
Anticorpos .
. local de clivagem,
neutralizantes. e
para inibir a
produclo de MSTN
Proteina precursora Métodos .
da MSTN (liga-se & e . STRNA e
MSTN e impade que de Ini b|(;ao silenciamento de
enes transcricionais
tenha efeito) da MSTN €

Figura 3 Métodos estudados para a inibicao da miostatina.
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Angiotensin converting enzyme (ACE)

A ACE é uma enzima com funcdes requladoras da pressao sanguinea e importante para a
eficiéncia cardiorrespiratoria. Neste gene, podem ocorrer polimorfismos de insercao ou delecao,
originando gendtipos de insercao/insercao (1/1), insercao/delecao (I/D) ou delecao/delecao (D/D) (66).
Alguns estudos revelam que o gendtipo I/1 estd associado a atletas de resisténcia, os gendtipos /D e D/D
estdo associados a atletas mais predispostos a desportos de poténcia e velocidade (32,66,69).

Para além de regular a pressao sanguinea, a ACE também influencia as funcdes musculo-
esqueléticas. A ACE promove a conversao de angiotensina | em angiotensina I, esta que, em paralelo com
as funcoes vasoconstritoras, também atua como fator de crescimento muscular envolvido na hipertrofia
muscular induzida pela sobrecarga (75). De facto, o alelo D esta associado a uma maior atividade da ACE,
resultando em maiores concentracdes de angiotensina Il e, consequentemente, a uma maior proporcao

de fibras musculares de contracao rdpida, essenciais para a velocidade e poténcia muscular (66,75).

a-Actinina-3 (ACTN3)

A ACTN3 é uma proteina sarcomérica restrita as fibras musculares de tipo Il, as fibras de
contracao rdpida. Estas fibras geram forca a altas velocidades durante atividades explosivas ou de
poténcia (51,66,75,76). Nas fibras, a «-actinina-3 liga os filamentos de actina uns aos outros nalinha Z do
sarcomero (51,69). Para além das funcdes estruturais, esta proteina também tem um papel importante no
metabolismo muscular (51).

Foi descrito um unico polimorfismo no exao 16 deste gene, que leva a um codao stop prematuro
(X) em vez da arginina (R), no aminodcido 577 (R577X). Sequndo a literatura, o alelo R é vantajoso para a
performance desportiva, principalmente em atletas de modalidades explosivas e de velocidade, e o
gendtipo RR estd presente em muitos dos genomas de atletas de elite dessas mesmas modalidades. Pelo
contrario, 0 gendtipo XX estd associado a baixas capacidades de sprint e pouca forca muscular
(66,69,76,77). O polimorfismo R577X leva a diminuicao da proteina ACTN3, havendo substituicao dessa
proteina pela ACTN2 e consequente transformacao das fibras musculares de contragao rapida em fibras
de contracao lenta, melhorando a capacidade de resisténcia e nao de velocidade (51,77).

0 gene ACTN3 € o Unico em que a associacao entre o gendtipo e o desempenho desportivo esta
comprovado por estudos cientificos, desde testes feitos a atletas olimpicos, como em modelos feitos em
ratinhos knockout (66,75).

Apesar de ainda nao terem sido feitos ensaios de terapias génicas utilizando este gene, todos os

estudos apontam para que o aumento das cdpias de ACTN3 pode ser utilizado como doping para atletas
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de velocidade e a diminuicao dessas cdpias pode ser utilizado para melhorar as capacidades de resisténcia

(51).

Adenosine Monophosphate Deaminase 1(AMPD1)

A AMPD é uma enzima que participa naregulacao do metabolismo de energia do musculo durante
a pratica de exercicio fisico, pois converte a adenosina monofosfato, esta que aumenta durante o
exercicio, em inosina monofosfato, levando, assim, a producao de ATP (69,78). Esta reacao coincide,
também, com o inicio do ciclo das purinas, das quais fazem parte os nucleétidos adenina e guanina, tendo
um papel preponderante na recuperacao de adeninas (78). A atividade da AMPD no misculo esquelético
é diminuida pela atividade fisica e a sua expressao é dependente da composicao das fibras musculares e,
também, da prépria intensidade da atividade fisica.

A AMPD1 é a isoforma especifica das fibras musculares, sendo predominante nas fibras
musculares de contracdo rdpida. A semelhanca do ACTN3, foi descrita uma mutacdo nonsense, que
converte a glutamina num codao stop prematuro (c.34C>T), resultando nainterrupcao da sintese proteica
e, consequentemente, numa proteina deficiente(78). Assim, na populacao, pode-se encontrar individuos
sem a mutacao (CC), com mutacao em heterozigotia (CT) e com mutacao em homozigotia (TT) (69,78,79).
Individuos TT apresentam niveis de atividade muito baixos de AMPD1 e os individuos CT apresentam
niveis um pouco mais altos, enquanto que os individuos CC apresentam niveis de atividade elevados,
tendo uma maior proporcao de fibras de contracao rdpida e maior disponibilidade para modalidades que
requerem poténcia e velocidade. Os individuos com mutacao experienciam caibras musculares, dor e
fadiga prematura durante a prdtica desportiva (69,78,79). Um estudo feito em jogadores de futebol
mostrou que atletas com gendtipos TT e CT precisam de mais tempo de recuperacao entre treinos e jogos
e, como o tempo de descanso que lhes é dado nao € suficiente, estes atletas estao mais propensos a
adquirir lesdes do que os atletas sem mutacao no gene AMPD1(79).

Por fim, a frequéncia de alelos mutados em atletas de elite € mais baixa do que na populacao em

geral (78).

3.4. Genes Envolvidos na Recuperacao de Lesoes, Tolerancia a Dor e Motivacao

Outros fatores que influenciam o desempenho do atleta nos treinos e competicoes é a sua
predisposicao genética para lesoes, o tempo que demoram a recuperar de lesdes entre treinos e jogos, a

tolerancia a dor e a prépria motivacao.
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0 risco de tendinopatias (lesdes nos tenddes) pode alterar consoante as variantes nos genes dos
fatores de crescimento dos fibroblastos (FGF), do colagénio | (COL1A1), do colagénio V (COL5A1), da
metaloproteinase-3 da matriz (MMP3) e da tenascina C (TNC) (67,69). Alguns polimorfismos ocorrentes
nestes genes estao associados a lesdes em tenddes como o tenddo de Aquiles e o ligamento cruzado
anterior (LCA), assim como com a recuperacao de outros tipos de lesdes (69).

A dor é um fator muito presente durante a pratica desportiva de alta competicao. Treinar e jogar
com dor é uma realidade para a maior parte dos atletas e é um sinal de alerta para que o atleta reduza a
intensidade dos seus esforcos. Esta realidade influencia negativamente a performance do atleta, apesar
de os atletas serem treinados psicologicamente para aguentar a dor. No entanto, ha certas situacoes em
que ha necessidade de recorrer a administracao de medicamentos anti-inflamatdrios e analgésicos
(11,51,72). A possibilidade de aumentar a tolerancia a dor através do aumento da expressao de genes como
as encefalinas e as endorfinas pode trazer vantagens considerdveis aos atletas que deles usufruam (51).

Por fim, o stress, a pressao e as emocoes inerentes a competicao desportiva, por um lado, podem
motivar os atletas, mas, por vezes, podem ter o efeito oposto. A capacidade de resistir as situacdes de
pressao pode, também, estar “escrita” nos nossos genes, e polimorfismos em genes como a serotonina e
o fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF) podem ser determinantes para essa resisténcia

emocional e psicoldgica (69).

Fibroblast growth factor 2 (FGF2)

0 FGF2 é um dos 22 fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) presentes no Homem,
expressos durante o desenvolvimentos dos tecidos e durante o periodo adulto (51,80). Estes fatores
interagem com recetores membranares especificos (FGFR) e medeiam varios processos biol6gicos, tais
como a angiogénese, a mitogénese, a requlacao metabdlica, a diferenciacao, a migracao celular e a
reparacao de lesoes (80).

A expressao do FGF2 esta presente em quase todos os tecidos e tem um papel importante na
cicatrizacao de tenddes e 0sso0s, reparacao de 0ssos e cartilagem, e regeneracao nervosa. No que diz
respeito ao processo de recuperacao de tenddes e ligamentos pds-lesdo, a expressao do FGF2 aumenta
naturalmente, promovendo a proliferacao e migracao celular, a angiogénese e a producao de fibras de
colagénio tipo | e Ill (80). Relativamente ao processo de reparacao da cartilagem, o FGF2 é um fator de
crescimento enddgeno da cartilage articular e, apds uma lesao neste tecido, a libertagao do FGF2 permite
aumentar a expressao do gene dos condrdcitos. Neste caso em especifico, 0 FGF2 pode ter duas fungoes
distintas, dependendo do FGFR a que se ligam. Ocorrendo a ligacao FGF2-FGFR3, ha a reparacao dos
danos da cartilagem. Por outro lado, a ligacao FGF2-FGFR1 promove a degradacao da cartilage (80). A
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angiogénese promovida pela libertacao de FGF2 vai ser essencial para 0 aumento de vascularizagao do
tecido muscular e, consequentemente, para a sua recuperacao pds-treino ou pés-lesao (51).

A utilizacao deste gene no doping genético tem, como objetivo, acelerar a recuperacao do atleta.
No entanto, pode implicar um aumento de vascularizagao de tumores existentes, proteintria por formacao

anormal da rede capilar ou estimular remodelaces patogénicas do coracao (51).

Colagénio 1(COL1A1) e Colagénio 5 (COL5A1)

Os genes COL1AT e COL5A1 sao responsaveis por codificar as cadeias a1 das fibras de colagénio
tipo | e tipo V, respetivamente, estas que sao a unidade formadora dos tenddes e ligamentos (81). Varios
estudos tentaram encontrar uma correlacao entre certos polimorfismos nesses genes e o aparecimento
de lesdes em tenddes, tais como o tendao Aquiles e o LCA (81,82).

As fibras de colagénio tipo | sao predominantes na estrutura de todos os tenddes e ligamentos e
cada fibra tem duas cadeias: a cadeia al e a cadeia a2, na propor¢do de 2:1. AlteracBes no gene
COL1A1, vai causar o comprometimento estrutural de toda a fibra de colagénio de tipo I. O
polimorfismo mais comummente encontrado e estudado neste gene ocorre no intrao 1, onde hd atrocade
uma guanina por uma timina na posicao 1245 (1245G/T). Este polimorfismo causa falhas na transcricao
do gene, levando a uma alteracao na proporcao de cadeias al e a2, resultando numa proteina madura
diferente da habitual e, por conseguinte, numa fibra de colagénio com estrutura alterada. Alguns
estudos demonstram que este polimorfismo sera benéfico para a prevencgao de lesGes e que gendtipos
TT estdo relacionados com o risco reduzido de lesGes em tenddes ou ligamentos (66,81).

O colagénio tipo V é uma fragcao mais pequena do colagénio fibrilar e esta presente no tecido
conjuntivo intramuscular. No entanto, é um elemento critico da estrutura das fibras de colagénio e, por
conseguinte, dos tenddes, ligamentos e outros tecidos conjuntivos. 0 COL5A1 estd descrito comoumgene
envolvido em les6es musculares, bem como na rigidez muscular passiva e a flexibilidade articular. O
polimorfismo mais comum neste gene € a alteracao da citosina por uma timina (rs12722) e esta associado
com a alteracao da estabilidade do mRNA do COL5A1, havendo evidéncia que o alelo T permite maior
estabilidade ao mRNA e, consequentemente, maior producdo de cadeia ol de colagénio tipo V. A
semelhanca do que acontece com o COL1A1, este polimorfismo traduz-se numa alteracao do
protocolagénio e, por conseguinte, em alteracdes estruturais da prdpria fibra de colagénio tipo V,
associadas a maior rigidez muscular, flexibilidade articular diminuida e maior risco de lesdées musculares
(82).
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Matrix Metalloproteinase-3 (MMP3)

0 gene MMP3 codifica a metaloproteinase da matriz 3, que € um membro das endopeptidases de
zinco que clivam proteinas do tecido conjuntivo e da matriz extracelular. Desta forma, tem funcdes de
remodelacdo e manutencao de tenddes, bem como de reparacao dos mesmos, e de regulacao da
homeostasia da matriz extracelular através de atividades proteoliticas (83,84). Este gene aparece
subexpresso em tendinopatias e em ruturas de tendao completes (83).

Vdrios estudos mostraram correlacao entre alguns polimorfismos deste gene e lesdes nos
tenddes e ligamentos. Alguns dos polimorfismos, como o rs679620 G>A, em homozigotia, estao
associados a ruturas dos tenddes, principalmente do tendao de Aquiles (83,84).

Existe a hipdtese de que a expressao aumentada do gene MMP3 é imprescindivel para a
remodelacao dos tecidos conjuntivos inerentes aos tenddes e ligamentos e, também, para a prevencao de
alteracdes patoldgicas nos tenddes (83). Sendo assim, este gene poderd ser utilizado como doping

genético em situacoes de lesoes nos tenddes para acelerar o processo de recuperagao.

Tenascina C (TNC)

0 gene TNC codifica outro tipo de glicoproteinas, a tenascina C, que estd presente no tecido
conjuntivo denso dos tenddes e, a semelhanca das metaloproteinases da matriz, vai ter funcdes de
remodelacdo da matriz extracelular e participam nas vias de sinalizacao celular, mediando a resposta a
cargas mecanicas e modulando as propriedades eldsticas e biomecancias do tendao (85).

A expressao deste gene encontra-se elevada durante a embriogénese, uma vez que esta
envolvido na morfogénese dos 6rgaos, e muito baixanafase adulta, a excecao de estados patoldgicos, em
que ha um aumento da expressao do gene TNC em resposta a lesdes ou infecdes. Na fase adulta, este
gene é expresso essencialmente nas insercées dos tenddes e ligamentos, bem como nas regioes
miotendinosas e osteotendinosas (85).

Existem alguns gendtipos relacionados com o aumento do risco de lesao nos tendoes e
ligamentos, sendo eles o gendtipo CC do polimorfismo rs13321 G>C, o gendtipo AA do polimorfismo

rs2104772 T>A(85).

Endorfinas

As endorfinas sao neuropéptidos secretados pela glandula pituitdria anterior em resposta ao
exercicio fisico e stress fisico e psicoldgico, e ligam-se aos recetores opioides, promovendo efeitos

analgésicos e, consequente alivio da dor (72,86). De entre estas, a B-endorfina é a hormona da felicidade
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mais importante e é libertada pela glandula pituitdria para a corrente sanguinea e, também, pelos
neurdnios hipotalamicos para o cérebro e medula espinal (86).

A libertacao de endorfinas vai depender do tipo e intensidade de exercicio fisico praticado (86). As
endorfinas tém ainda outras fungoes, como o retardamento da fadiga muscular, a diminuicao da dor por
acumulacao de &cido latico e da dor causada por lesdes antigas (51).

Utilizar estas propriedades para melhorar a performance desportiva através da insercao de
cOpias destes genes no organismo do atleta, € um atrativo enorme para os atletas, uma vez que aumentam
o0 seu limiar de dor, diminuem a sensacao de dor de lesoes que eventualmente possam ter e a utilizacao
destes genes como doping é muito dificil de detetar, pelo facto de serem direcionados para o cérebro

(51,52,72).

Encefalinas

As encefalinas, tal como as endorfinas, sao hormonas que funcionam como opioides naturais,
diminuindo a sensacao de dor e retardo da fadiga muscular. Também tém a funcao de diminuir a dor
provocada pela formagao e acumulagao de dcido Iatico nos musculos e mascarar dores relacionadas com
lesdes antigas (51).

Ensaios clinicos utilizando o vetores virais Herpes Simplex para transferir os genes da
proencefalina para o organismo ja foram feitos, sendo estes direcionados para diminuir a dor causada por
cancros (51). Utilizam estes vetores virais uma vez que o virus Herpes Simplex (HSV) é neurotrdpico, isto
é, tem como principal alvo os neurdnios. Assim, o vetor consegue entrar nas terminacoes dos neurénios
do local da injecao e viajam retrogradamente até aos corpos dos mesmos, onde o transgene € expresso
em encefalina, permitindo a diminuicao da percecao de dor (11).

Este tipo de terapia génica tem como objetivo diminuir a dor crénica provocada por cancro.
Transferindo para o desporto, a dor que os atletas sentem é, muitas das vezes, aguda, ou seja, confinada
aum periodo de esforco e nao constante. Sendo assim, o doping genético teria de ser aplicado de formaa

insensibilizar o atleta durante esses periodos de dor aguda (11).

Serotonina

A monoamina serotonina (5-hidroxitriptamina) € um neurotransmissor com um papel importante
naregulacao do sistema neuro-hormonal, influenciando o humor, o apetite, a alegria, 0 sono, as atividades

fisioldgicas e as atividades cognitivas efetivas na aprendizagem e memdria. Esta hormona tem como
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precursor 0 aminoacido triptofano. A quantidade de aminoacido essencial livre presente no plasma
sanguineo vai influenciar a producao de serotonina (86).

Vdrios estudos vieram comprovar que exercicios aerdbicos, como a corrida, a natacao e o
ciclismo, aumentam a producao de serotonina e, consequentemente, melhoram o humor dos individuos
(86).

Existem evidéncias de que polimorfismos nas regides reguladoras do gene da serotonina,
originando alelos maiores (L) ou menores (S), estao associados com o controlo emocional daquele
individuo. Um estudo feito em atletas do sexo feminino demonstrou que atletas com o gendtipo SS tinham
niveis menores de irritacao e pessimismo, comparativamente com as atletas com genétipos LS e LL (69).
Assim sendo, este gene podera ser utilizado para diminuir os niveis de stress dos atletas durante os

periodos competitivos que, naturalmente, sao periodos de maior pressao.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

O BDNF é uma neurotrofina presente no cérebro e nos nervos periféricos envolvida no
crescimento e na manutencao de neuronios sauddveis e é predominante no sistema nervoso central
(69,86,87). Faz parte de um leque de moléculas de producao aumentada apds a pratica de exercicio fisico,
tendo funcdes anti-depressivas (86)As funcdes do BDNF estdo alargadas a outros tecidos, como os
musculos esqueléticos, tendo também efeitos requladores do sistema imune (69,87). 0 BDNF também é
secretado por células T e B ativadas, com a funcao de promover a sobrevivéncia dos neurdnios (87). No
cérebro, esta neurotrofina tem a responsabilidade de potenciar a proliferacao e diferenciacao das células
progenitoras de neurdnios, o crescimento e a regeneracao dos neurdnios, a sobrevivéncia neuronal e a
remodelacao e plasticidade sinaticas a longo prazo (69).

A prdtica de exercicio pode ter dois efeitos opostos nos niveis de BDNF, facto que leva a dois
cenérios completamente diferentes: treinar reqularmente aumenta os niveis da neurotrofinano cérebro e,
dessa forma, aumenta a motivacao e bem-estar do individuo, e estes niveis permanecem durante duas
semanas apds a paragem; por outro lado, o excesso de treino diminui os niveis de BDNF, o0 que aumentaa
falta de motivacdo, a ansiedade e a irritacao (69).

Ha evidéncias cientificas que polimorfismos neste gene, principalmente G196A, afeta a resposta
psicoldgica ao stress e a motivacao para a pratica de exercicio, tendo efeitos nos pensamentos
positivos/negativos do atleta durante os periodos competitivos. Desta forma, um atleta pode ser guiado
para ter melhores emocdes durante os periodos de maior pressao, como as competicdes, podendo

alcancar, assim, um melhor desempenho e, consequentemente, melhores resultados (69).

33



3.5. Métodos de Detecao de Doping Genético

A detecao da utilizacao de doping genético é uma das prioridades das organizacoes desportivas,
nomeadamente da WADA, uma vez que tem o objetivo de melhorar o desempenho desportivo dos atletas
que o utilizam e, também, porque nao existe um método ou conjunto de métodos de detecao descritos
como vidveis ou eficazes (3,51,52). Apesar de o doping genético ter sido incluido na lista de substancias e
métodos proibidos da WADA em 2003, ainda nao existem evidéncias da sua utilizacao pelos atletas, o que
levanta a questao se os atletas ainda nao utilizam doping genético para melhorar a performance ou se as
organizacdes anti-doping falham na sua detecao (88)

A WADA est3, atualmente, a financiar varios estudos de forma a encontrar métodos vidveis e
eficazes para detetar a utilizacao de doping genético. No entanto, ha mdiltiplos aspetos a ter em conta e
que dificultam todo este processo. A maior dificuldade é o facto de as proteinas transgénicas serem
semelhantes as versdes enddgenas da proteina. Outra dificuldade reside no facto de essas mesmas
proteinas poderem ser secretadas ou nao pelas células e poderem ser encontradas no plasma sanguineo
ou nao. No caso de serem secretadas para a corrente sanguinea, ha a possibilidade de estas serem
detetadas em amostras bioldgicas e serem diferenciadas das proteinas enddgenas através de pequenas
diferencas estruturais. Por outro lado, se as proteinas expressas nao forem secretadas e permanecerem
dentro das células, a sua detecao é apenas possivel através de amostras de tecido, isto &, bidpsias, sendo
este um método obviamente rejeitado pelos atletas, uma vez que os vai impedir de competir (11,31,52).
Para se otimizar a detecao deste tipo de doping, vai ser necessario utilizar uma combinacao de métodos
diretos e métodos indiretos. Os métodos diretos sao todos aqueles que visam a detecao de proteinas
recombinantes ou de vetores de insercao de genes. Por outro lado, os métodos indiretos detetam
alteracdes associadas ao doping genético, como alteracdes no sistemaimune apds a utilizacao de doping
genético ou alteraces no transcriptoma de um determinado tipo cellular (51,72).

Para qualquer método ser vidvel e eficaz, principalmente se for um método direto que depende
exclusivamente da quantidade e qualidade das cdpias de transgene e proteinas transgénicas circulantes
no plasma sanguineo, hd alguns aspetos pré-analiticos a ter em conta, tais como a amostragem, que vai
depender da qualidade da colheita, acondicionamento e preparacao das amostras e da extracao de
material genético ou de proteinas. Estas condicionantes sdao de extrema importancia, uma vez que a
concentracao de transgene circulante apds doping genético no sangue é incerta, logo, quanto mais bem
executado o procedimento for, desde 0o momento da colheita até a técnica utilizada para a detecao, maior
ataxade sucesso do mesmo, uma vez que a perda de DNA durante este procedimento ronda 0s 20% e os
90% da quantidade inicial. Mas condicdes de acondicionamento e transporte das amostras podem,
também, aumentar a ocorréncia de hemdlise, inibindo o PCR, este que sera o método mais presente na

fase analitica do procedimento (57).
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Para além da colheita de sangue comummente realizada, foi estudada a utilizacao das dried blood
spots (DBS), uma vez que é um método de colheita sanguinea muito menos invasivo e que pode ser
utilizado para pesquisa de utilizagao de doping genético. Varios estudos noutras areas provaram a eficacia
deste método na detecao de DNA e, também, a estabilidade do mesmo DNA, sem serem necessdrias
condicoes especificas de acondicionamento e transporte dessas amostras, podendo ser uma excelente

alternativa como método de colheita de sangue em atletas durante o periodo competitivo (57).

3.5.1. Métodos de Detecao Diretos

Os métodos de detecao diretos sao todos aqueles que permitem a detecao da proteina
transgénica e do vetor utilizado para a transferéncia deste mesmo gene para o organismo (72).

No que diz respeito a detecao de proteinas transgénicas produzidas apos a utilizacao de doping
genético, é importante ter em conta o fundamento base deste tipo de doping: a terapia génica. Assim
sendo, o objetivo destas terapias é a producao de uma proteina funcional e semelhante as proteinas
enddgenas, de forma a minimizar os efeitos colaterais que possam advir da terapia. Com isto, quando se
fala em doping genético, este é um dos maiores atrativos, uma vez que a detecao da utilizacao de doping
serd muito dificil, porque técnicas invasivas no desporto, como colheitas de bidpsias, sao
desaconselhadas (31,52).

Assim sendo, os métodos utilizados para detetar as proteinas transgénicas tém de se basear em
diferencas estruturais entre essas proteinas e as proteinas enddgenas, estas diferencas que vao ser
minimas (52,88). Apesar da causa destas diferencas ainda nao estar totalmente compreendida, acredita-
se que podera estar relacionada com diferentes modificacées pds-traducionais das proteinas expressas
por diferentes células (52). Um dos exemplos mais conhecidos é o da EPO, onde hd diferencas na
glicosilacao e, consequentemente, no comportamento isoelétrico das mesmas (32,88). Estas diferencas
foram detetadas por Lasne aquando de estudos levados a cabo em macacos. Foi inserido o gene da EPO
nos musculos dos macacos e foram analisados os padroes isoelétricos das isoformas da proteina EPO
antes e apds a injecao. Foram observadas, efetivamente, diferencas nos padrdes isoelétricos apds a
injecao, explicadas pela diferente glicosilacao pés-transcripcional das moléculas de EPO, estas que foram
detetadas utilizando a técnica Western Blot. No entanto, estas diferencas continuam a ser provadas
unicamente em testes em macacos no que diz respeito a EPO. Em humanos, o tnico teste foi feito com a
GH, o que nao permite assumir que estas alteragcdes ocorram em todos os casos de doping genético com
outros genes alvo (88).

0O rt-PCR é um método muito utilizado, uma vez que permite a detecao de mRNA transcrito por

um gene candidato e até mesmo os préprios vetores, estes gue passam para a corrente sanguinea, nao
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sendo necessario fazer um exame tao invasivo como uma bidpsia muscular (3,89). Geralmente, o doping
genético é detetado por PCR quantitativo (qQPCR) e utiliza primers desenhados para diferentes exdes do
gene a pesquisar e sondas de hidrélise desenhadas para juncdes exao-exao. Assim sendo, sera
necessario escolher a sequéncia-alvo, ou seja, a sequéncia a flanquear pelos primers para posterior
amplificacao, esta que ird corresponder as juncoes exao-exao, uma vez que os transgenes introduzidos
nos vetores virais nao tém intrdes. No entanto, estas juncdes exao-exao ja sao conhecidas e, portanto, é
possivel contornar este método de detecao pela insercao de mutagdes silenciosas nestas zonas, ou seja,
mutacdes que nao alteram a proteina final, mas resultam numa sequéncia de nucledtidos diferentes,
levando a resultados falsos negativos, uma vez que o PCR é um método muito sensivel e a amplificacao
serd interrompida com a existéncia dessas mutacoes. Para evitar estes casos, ha estudos que utilizam
painéis de NGS com as jun¢des exao-exao dos genes pesquisados como alvo, diminuindo a probabilidade
de ocorréncia de falsos negativos (89). A ocorréncia de falsos negativos continua a ser uma possibilidade,
uma vez que a concentracao de um transgene no plasma sanguineo apdés a utilizagao de doping genético
nao é ainda conhecida (57).

Algumas das estratégias que podem ser utilizadas para detecao direta da utilizacao de doping
genético terdo como fundamento o PCR, como o o digital droplet PCR (ddPCR), o gPCR microfluidico e a
next-generation sequencing (NGS) (90). Estes métodos vao permitir a quantificacao de transgene
presente na amostra. Contudo, todos estes métodos foram estudados apenas para poucos genes alvo,
como a EPO, IGF1 e GH, o que nao garante que seja possivel testar desta forma todos os outros genes
potenciais (57). Os métodos jd estudados sao o gPCR para as sequéncias nas juncdes exao/exao e
também gPCR para essas mesmas sequéncias, mas com alvos de amplificacao de diferentes tamanhos,
seguido de andlise dos tamanhos dos fragmentos. Estes métodos podem ser feitos com amostras
sanguineas. Outros métodos possiveis sao a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP), que pode
ser executada em amostras de sangue com EDTA e DBS, e também o Next-Generation Sequencing (NGS)
direcionado para os genes EPO, IGF1 e GH, que foram os tinicos ainda estudados (57).

Outra estratégia passa por mudar o alvo, isto é, em vez de se direcionar a pesquisa para a detecao
dos transgenes, direciona-se para a detecao de vetores virais, pois 0s vetores podem ser detetados na
corrente sanguinea. No entanto, a persisténcia do virus no organismo pode variar de horas a meses,
enviesando os resultados e aumentando, assim, a probabilidade de ocorréncia de falsos negativos. As
amostras bioldgicas podem ser sangue, urina e até mesmo saliva, tendo o virus tempos de permanéncia
diferentes em cada tipo. A ocorréncia de falsos positivos também é possivel, em casos em que o atleta
tem infecao virica (51).

Os controlos anti-doping tém, tambhém, de considerar os casos de doping genético que utilizam
técnicas de edicao génica, como o CRISPR-Cas9. Nestes casos, a pesquisa deve ser direcionada para as

proteinas mais comummente utilizadas nestas técnicas, como a proteina Cas9 derivada da Streptococcus
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pyrogenes (SpCas9), uma vez que é uma enzima exdégena e, portanto, um dos principais alvos para a
detecao. Uma das formas de detetar esta enzima é executar uma abordagem analitica bottom-up em
amostras de plasma sanguineo, tendo inicio na purificacao de imunoafinidade, sequida de digestao triptica
e terminando numa analise de high-performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS).
Com esta andlise, hd a separacao e purificacao da enzima alvo através de anticorpos monoclonais anti-
CRISPR-Cas9 com esferas magnéticas acopladas aos mesmos, sequida da digestao de outras proteinas
que possam continuar a contaminar a produto final. Desta forma, quando for feita a HPLC-MS, é possivel
detetar a presenca da SpCas9, caso ela esteja presente na amostra em estudo, com uma baixa
probabilidade de haver contaminacgao por outras proteinas (91).

Outra estratégia mencionada em alguns estudos sao os cdigos de barras. Neste caso, é inserida
uma sequéncia oligonucleotidica tinica e curta em cada transgene ou virus, de forma a facilitar a detecao
dos mesmaos através de técnicas PCR. No entanto, esta alternativa requer coordenacao por parte das
federacdes e organizacoes desportivas e anti-doping com as empresas farmacéuticas, o que é bastante
dificil de consequir e, para além disso, é uma alternativa facil de contornar, uma vez que os transgenes e
vetores virais para uso de doping genético serao manipulados em condicoes clandestinas e, por

conseguinte, podem evitar a introducao destes cddigos de barras (32,51,52).

3.5.2. Métodos de Detecao Indiretos

Os métodos indiretos baseiam-se nas reacdes que a insercao de um transgene através de um
vetor viral pode provocar no organismo do atleta, desde arespostaimune a alteracoes proteémicas. Outro
método que vai ser descrito é o Passaporte Bioldgico.

E necessdrio ter em conta que cada virus desencadeia uma reacdo imune especifica no
hospedeiro e, logicamente, um vetor viral e um transgene irao provocar também uma resposta imune que
podera ser detetada e distinguida de uma respostaimune comum. Uma das dificuldades desta abordagem
é distinguir ambas as reacoes imunes e perceber se a reacao detetada é prépria de uma infecao virica ou
de doping genético (51,52).

A expressao de um transgene vai levar a alteracdes na expressao de outros genes e suas
proteinas, e de metabolitos bioquimicos. De maneira geral, a expressao de um determinado gene pode
condicionar a expressao de outros genes relacionados com o primeiro. Falando de doping genético, a
expressao de um transgene vai condicionar a expressao de outros genes enddgenos relacionados com o
mesmo, levando a alteragdes no perfil de expressao génica desses mesmos genes enddgenos. Uma das
formas de fazer este perfil de expressao génica é utilizando DNA microarrays ou painéis de NGS para
comparar simultaneamente os padroes de expressao de mRNA de vdrios genes, podendo ser criados

chips direcionados para a detecao de doping genético com varios genes alvo, como o gene “principal”
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(aquele que se suspeita de ter sido utilizado como doping) e os genes associados com a sua expressao
(52). Por outro lado, o perfil proteémico, através da andlise feita por espetrometria de massa, permite
estudar as alteracdes globais nas proteinas. Combinando a espetrometria de massa e a cromatografia,
possivel obter rapidamente um perfil de expressao de proteinas de um vasto espetro de amostras
biolégicas. No entanto, para poderem ser métodos confidveis, € necessario estabelecer intervalos de
referéncia para a populacao em geral e atletas de elite, tendo em atencao o sexo, a raca, a idade e o
desporto praticado (52).

Com estes intervalos de referéncia definidos e estudados, é possivel criar um passaporte
bioldgico para o atleta. O passaporte bioldgico ja existe e apresenta dois médulos: 0 médulo hematoldgico
e o mddulo esterdide. A primeirareferéncia a este passaporte surgiu no inicio do século XXI, com o objetivo
de monitorizar os marcadores hematoldgicos que permitiam detetar a utilizacao de doping sanguineo. Em
20089, surge o primeiro Passaporte Bioldgico do Atleta, contendo unicamente o mddulo hematoldgico.
Mais tarde, em 2014, surge 0 mddulo esterdide, com o mesmo intuito do mddulo anterior. As diretrizes
pelas quais se rege o passaporte tém o objetivo de facilitar o intercambio de informacao e o
reconhecimento dos dados, aumentando a probabilidade de sucesso das operacaos anti-doping. Com a
utilizacao do passaporte, é possivel identificar os atletas que requerem mais atencao por parte das
organizacoes anti-doping, uma vez que as informacdes do mesmo permitem direcionar as investigacoes
posteriores de forma mais efetiva. Portanto, este método podera ser um importante aliado aos métodos
cientificos mencionados anteriormente, se direcionado para um mddulo genético(92). Para aumentar as
probabilidades de sucesso deste método, devem ser privilegiados os testes em atletas sinalizados em vez
de testes em atletas aleatdrios. Assim sendo, todo o processo deve seguir um procedimento bem definido
pela WADA. Os passos deste processo sao a escolha do atleta para ser testado por uma associacao anti-
doping, a escolha do momento ideal para recolher o teste, a emissao da solicitacao de colheita da amostra
pela associacao anti-doping responsdvel pelo caso, a localizacao do atleta, a colheita da amostra
bioldgica, o acondicionamento e transporte da amostra para o laboratdrio, o teste da amostra no
laboratdrio, a andlise dos resultados com resultados de testes anteriores e a redacao do relatdrio com as
informacoes obtidas através do estudo das amostras (92).

No momento, estas guidelines existem apenas para os médulos hematoldgico e esterdide. No

entanto, seria um método a estudar para detetar e controlar a utilizacao de doping genético.

4. Conclusao

0 doping nao é um problema recente. Desde a Antiga Grécia que o Homem sente a necessidade
de vencer e, muitos deles, querem atingir esse fim independentemente dos meios para o fazer. Desde o

inicio deste século, com o desenvolvimento das terapias génicas, o doping tomou propor¢oes ainda
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maiores, com a possibilidade de modificar o genomados atletas e, consequentemente, dar-lhes aquilo que
Ihes faltava para serem excelentes na modalidade que praticam. Apesar de todos os esforcos da WADA e
das organizacoes anti-doping mundiais, ainda nao existem métodos de detecao fidveis disponiveis para
detetar doping genético. Em 2021, ainda nao é possivel afirmar que o doping genético nao é umarealidade.

Por fim, acredito que a melhor ferramenta para diminuir a utilizacao de todo e qualquer tipo de
doping € pela educacao de jovens atletas e, também, de todo o individuo envolvente no processo de
formacao dos atletas, como os treinadores, os fisioterapeutas, os médicos e os dirigentes. Dando a estes
jovens toda a informacado disponivel sobre o doping e, principalmente, os possiveis riscos que a utilizacao
do mesmo pode trazer a sadde do atleta, esta-lhes a ser dada a melhor ferramenta de combate ao doping:
o conhecimento fundamentado. Obviamente, visto que os programas educativos sobre o doping ainda nao
sao suficientemente valorizados, é necessdrio encontrar formas cientificas de detetar e punir os atletas
que violam as regras implementadas pela WADA, através dos controlos anti-doping e das sancoes
regulamentadas pela WADA.

Como Pierre de Coubertin, o fundador dos Jogos Olimpicos Modernos, disse: “um mundo melhor

s6 podera ser criado por individuos melhores”, fisica, psicoldgica e mentalmente.
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