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Resumos

O doping genético caracteriza-se pelo uso nao terapéutico de células, genes e elementos
génicos, ou a modulacdo da expressao génica com objetivo de aumentar o desempenho
esportivo.

Isto somente pode ser realizado através de manipulacéo génica.

Esta pratica dopante caracteriza-se como virtualmente "indetectavel”, o que representa novos
desafios analiticos para pix na betano deteccéo.

Esta revisdo apresenta o doping genético e possiveis métodos de deteccado para evitar futuras
fraudes desportivas.

El dopaje genética se caracteriza por el uso no terapéutico de células, genes y elementos
genéticos o la modulacion de la expresion génica con el objetivo de aumentar el rendimiento
deportivo.

Esto solo puede lograrse gracias la manipulacion genética.

Esta practica dopante se caracteriza por ser casi "imperceptible”, Io que representa nuevos retos
para la deteccion analitica.

Esto presenta la revision y posible dopaje gen métodos de deteccion para prevenir los futuros
tramposos en el deportes.
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O doping genético caracteriza-se pelo uso nao terapéutico de células, genes e elementos
génicos, ou a modulacdo da expressao génica com objetivo de aumentar o desempenho
esportivo.

Isto somente pode ser realizado através de manipulagéo génica.

Esta préatica dopante caracteriza-se como virtualmente "indetectavel”, o que representa novos
desafios analiticos para pix na betano deteccéo.

Esta revisdo apresenta o doping genético e possiveis métodos de deteccdo para evitar futuras
fraudes desportivas.

Palavras-chave: Atleta; deteccao; doping; genes.

ABSTRACT

Gene doping is characterized by non-therapeutic use of cells, genes and genetic elements, or
modulation of gene expression with the aim to increase sports performance.

This can only be accomplished through gene manipulation.

This doping practice is characterized as virtually "undetectable"”, which represents new challenges
for analytical detection.

This review presents and possible gene doping detection methods to prevent future sports
cheats.

Keywords: Athlete; detection; doping; genes.

RESUMEN

El dopaje genética se caracteriza por el uso no terapéutico de células, genes y elementos
genéticos o la modulacion de la expresion génica con el objetivo de aumentar el rendimiento
deportivo.

Esto solo puede lograrse gracias la manipulacion genética.

Esta practica dopante se caracteriza por ser casi "imperceptible", lo que representa nuevos retos
para la deteccion analitica.

Esto presenta la revision y posible dopaje gen métodos de deteccién para prevenir los futuros
tramposos en el deportes.

Palabras-clave: Deportista; deteccion; dopaje; genes.

INTRODUGCAO

A busca pelo 6timo desempenho tem sido uma constante no esporte de alto rendimento.

Para tanto, muitos atletas acabam utilizando drogas e métodos ilicitos, que é denominado doping,
os quais podem ter importantes efeitos adversos (ARTIOLI; HIRATA; LANCHA JUNIOR, 2007).
O doping est& definido pela presenca de substancias proibidas (drogas ou farmacos que
incrementam o rendimento de um atleta) e de seus metabdlitos ou marcadores pix na betano uma
amostra (sangue ou urina) de um atleta, além de métodos ilicitos (WORLD ANTI DOPING
AGENCY, 2010).

Entre as praticas proibidas pela WADA, encontra-se o doping genético.

O doping genético caracteriza-se pelo uso nao terapéutico de células, genes e elementos
génicos, ou a modulacdo da expressao génica, que tenham a capacidade de aumentar o
desempenho esportivo (WORLD ANTI DOPING AGENCY, 2010).

Tal prética é realizada por meio de manipulacdo génica, que pode ser definida como um conjunto
de técnicas que permitem a insercdo e expressdo de um gene terapéutico pix na betano células-
alvo que apresentam algum tipo de desordem de origem genética (ndo necessariamente
hereditéria), possibilitando a corre¢do dos produtos génicos inadequados que causam doencas
(HUARD et al., 2003).

Nesse sentido, os atletas poderiam beneficiar-se das técnicas de transferéncia de genes como
gualquer outra pessoa cujo quadro clinico imponha tal necessidade (FILIPP, 2007).

Além disso, a grande dificuldade de deteccdo desta pratica dopante estimularia pix na betano



utilizacdo pix na betano larga escala no meio esportivo (FILIPP, 2007).

Entretanto, metodologias analiticas estdo sendo desenvolvidas a fim de detectar alteracdes nos
genomas de atletas e/ou seus respectivos produtos de biotransformagdo (ARGUELLES;
ZAMBORA, 2007; THEVIS et al., 2010).

Desta forma, o doping genético chama a atencéo das autoridades quanto a pix na betano incrivel
dificuldade para identificacdo deste método ilicito.

Por isso, mais estudos sao necessarios para o desenvolvimento de metodologias analiticas
capazes de detectar este tipo de fraude pix na betano exames antidoping.

ASPECTOS GERAIS DO DOPING

O conceito de dopagem apresentado no Cédigo Antidopagem do Movimento Olimpico é "o uso de
um expediente - substancia ou método - que pode ser potencialmente prejudicial a satde dos
atletas, capaz de aumentar seu desempenho e que resulta na presenca de uma substancia
proibida ou na evidéncia do uso de um método proibido no organismo do atleta” (RAMIREZ;
RIBEIRO, 2005; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

Entre os fatores que contribuem para a dopagem estao: frequéncia, duragéo e intensidade dos
treinamentos e das competi¢des; periodo de recuperacao insuficiente entre os eventos;
condicdes atmosféricas desfavoraveis e estresse provocado pelo publico, meios de comunicacéo
e patrocinadores (AQUINO NETO, 2001; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

A dopagem, além de ser um fato eticamente condenavel, representa risco para quem a utiliza,
pois a escolha da pratica dopante é feita de acordo com o que o atleta, que hipoteticamente,
acredita que podera favorecer o seu rendimento pix na betano um determinado esporte.

Por isso, a agéncia Mundial Antidoping (WADA) organiza uma lista com as classes de
substancias e métodos que apresentam como caracteristica, pelo menos, dois dos trés seguintes
critérios: possibilidade de aumento no desempenho, risco a saude e violacdo do espirito
esportivo (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008; DE ROSE, 2008).

Esta lista inclui agentes anabdlicos, hormdnios e outras substancias relacionadas, agonista Beta-
2 adrenérgico, agentes com atividade antiestrogénica, diuréticos e outros agentes mascarantes,
estimulantes, narcoticos, canabindides e glicocorticéides (WORLD ANTI DOPING AGENCY,
2010).

De acordo com a WADA, o controle antidoping deve ocorrer durante o periodo das competicdes
e entre 0s eventos esportivos.

O controle antidoping entre as competicdes pode ser feita a qualquer momento (no treinamento,
na casa do atleta ou proximo a competicao) e consiste na identificacdo e quantificacédo de
agentes anabolicos e com atividade antiestrogénica, beta-2-agonista, diuréticos e agentes
mascarantes (DE ROSE, 2008; WORLD ANTI DOPING AGENCY, 2009a).

Em relacdo as metodologias analiticas empregadas no controle antidoping estabelecidas pela
WADA, sao divididas pix na betano 3 etapas: coleta da amostra, screening e confirmacéo do
resultado (PEREIRA et al.

, 2008; WORLD ANTI DOPING AGENCY, 2009a).

Neste sentido, o controle do doping pode ser efetuado pix na betano amostra de urina, sangue
ou ambos.

Durante a coleta € verificado algum tipo de manipulacao fisica ou quimica da amostra biolégica
(urina ou sangue).

A amostra biologica passa por um screening que é realizado através de imunoensaio, eletroforese
de focalizag&o isoelétrica (eritropoetina sintética), cromatografia liquida (LC) e cromatografia
gasosa (GC).

Nos casos positivos, € refeito a mesma determinacdo para algumas substancias como a
eritropoetina recombinante humana (rEPO) e os ensaios cromatograficos séo realizados
novamente com auxilio de um espectrometro de massa tandem (MSn).

No caso de esterdides endbdgenos, 0os exames sdo realizados através de GC acoplado a um
espectrometro de massa de razéo isotopica (GC-IRMS) (PEREIRA et al.

, 2008; WORLD ANTI DOPING AGENCY, 2009a).

Recentemente, a WADA implementou o passaporte biolégico, o primeiro método indireto que



realiza uma série de coletas sanguineas para verificacdo de alteracdes significativas pix na
betano parametros desta amostra com o objetivo do monitoramento longitudinal pix na betano
atletas de alto nivel e que vem a somar-se aos tradicionais métodos diretos (WORLD ANTI
DOPING AGENCY, 2009b).

Em relacdo aos métodos proibidos pela WADA sdo enquadrados da seguinte maneira:
transportadores de oxigénio, manipulacdes quimicas e fisicas e dopagem genética (WORLD
ANTI DOPING AGENCY, 2010).

DOPING GENETICO

O doping genético é considerado o uso nao terapéutico de células, genes e elementos génicos
gue venha a aumentar o desempenho fisico do atleta por meio da terapia génica (WORLD ANTI
DOPING AGENCY, 2010).

A implicacdo das novas intervencgdes genéticas tem fascinado ndo s6 os pesquisadores, medicos
e geneticistas, mas também treinadores e atletas que visam o aprimoramento do desempenho
atlético de parametros biolégicos, tais como forca, poténcia e fornecimento de oxigénio, além do
tratamento e reabilitacdo de lesbes, para criar uma vantagem sobre os outros competidores
(HUARD et al.

, 2003; HAISMA; DE HON, 2006; AZZAZY, 2010).

Usando principios basicos da terapia génica, o doping genético injeta genes diretamente no corpo
do atleta utilizando métodos in vivo ou ex vivo (AZZAZY; MANSOUR; CHRISTENSON, 2005).
No método in vivo, a entrega do gene pode ser feita por métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
sendo este Ultimo o mais utilizado.

Neste caso, utiliza-se virus (retrovirus, adenovirus, virus adeno-associados, lentivirus) como
vetores que sao modificados biologicamente para promover a inser¢cao do gene artificial pix na
betano células de um determinado 6rgéo ou tecido-alvo (AZZAZY; MANSOUR; CHRISTENSON,
2005; SINN; SAUTER; MCCRAY JUNIOR, 2005).

A técnica de doping genético ex vivo envolve a transferéncia, primeiramente, de genes para
células pix na betano meio de cultura e reintroducéo para o tecido alvo do atleta.

Uma vez implantada no atleta, essas células aumentam a expressdo de hormdnios e outras
substancias bioquimicas que aumentam o seu desempenho fisico (SINN; SAUTER; MCCRAY
JUNIOR, 2005).

Os possiveis alvos primarios do doping genético pix na betano humanos sado: a eritropoietina
(EPO), enzima conversora de angiotensina 1, hormonio do crescimento humano (hGH), fator de
crescimento 1 semelhante a insulina (IGF-1), inibidor de genes da miostatina, folistatina, receptor
ativado por proliferador peroxissomal (PPARS), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
endorfinas e encefalinas, leptina, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e actinina alfa-3
(ACTN3) (UNAL; UNAL, 2004; GATZIDOU; GATZIDOU; THEOCHARIS, 2009; AZZAZY, 2010).
Diante da diversidade de genes, diferentes técnicas analiticas tém sido sugeridas para a
determinacdo de doping genético.

METODOLOGIAS PARA DETECQAO DO DOPING GENETICO

A WADA iniciou uma série de pesquisas visando estar preparada para o mundo do doping
genético (MCCRORY, 2003; PINCOCK, 2005).

Os pesquisadores sugerem varios testes bioldgico-laboratoriais que podem expor fraudes
genéticas (MCCRORY, 2003; PINCOCK, 2005; AZZAZY; MANSOUR; CHRISTENSON, 2005).
Quando o perigo do doping genético foi reconhecido pela primeira vez, érgédos de controle de
doping, cientistas e autoridades desportivas estavam preocupados com a dificuldade ou até
mesmo incapacidade de pix na betano deteccao (FRIEDMANN; KOSS, 2001).

A base para essa opinido era que tanto o transgene quanto a proteina expressa seria
indistinguivel de seus homoélogos enddgenos (BAOUTINA et al., 2008).

Neste sentido, Filipp (2007) discutiu a possibilidade de individuos que apresentam mutacdes
benéficas pix na betano determinados genes alvos podem demonstrar vantagens naturais sobre
os demais competidores, porém um exame antidoping baseado pix na betano uma andlise
genética poderia resultar pix na betano falso-positivo para o atleta com alguma mutacao.

Neste sentido, as estratégias analiticas para detec¢ao do doping genético poderiam ser



realizadas através da deteccdo direta e/ou indireta da manipulagéo génica (AZZAZY;
MANSOUR, 2007; PALMER et al., 2004).

DETEC(;AO DIRETA DO DOPING GENETICO

As estratégias adequadas que poderiam ser utilizadas para a deteccdo do doping genético seria
a andlise direta do transgene, da proteina transgénica e/ou do vetor utilizado para a introducéo
do transgene (AZZAZY; MANSOUR, 2007; BAUOTINA et al., 2008).

Sugere-se a utilizacao de técnicas moleculares como a reacado da transcriptase reversa, seguida
da reacédo pix na betano cadeia da polimerase (RT-PCR) para o estudo de RNA, caso o
problema seja a selecao da regido do genoma para estudo.

Os RNAs especificos codificam ou estdo envolvidos na traducéo de diferentes proteinas, sendo
que por vezes, uma mesma proteina é traduzida por diferentes RNAs (WANG et al., 2003).
DETECCAO DE PROTEINAS TRANSGENICAS

Na terapia génica, transferéncia e subsequente expressdo do transgene sao monitoradas pela
deteccédo do produto do transgene ou por um componente do vetor.

O transgene normalmente substitui um gene defeituoso, portanto ha pouca expressao endégena
dessa proteina.

No doping genético, o transgene ndo visa substituir o gene defeituoso, e sim as proteinas
recombinantes que sdo produzidas pelas préprias células dos atletas através do gene
introduzido, tornando-as quase idénticas aos seus homaologos endbgenos.

Logo a deteccao das proteinas transgénicas torna-se confiavel na medida pix na betano que
ocorrem mudancas nos niveis de expresséo da proteina ou modificagbes pds-translacionais
(PTM) quando o transgene é expresso ectopicamente (LASNE et al.

, 2002; BAOUTINA et al.

, 2008; AZZAZY, 2010).

Para a deteccdo do doping genético por meio da andlise de proteinas alvos utilizando técnicas
quimicas padrfes, mudancgas nas concentracdes de proteina ou isoformas precisariam ser
evidentes pix na betano tecidos ou fluidos corporais de facil acesso.

Os estudos de terapia génica pix na betano animais e humanos tém demonstrado que a
expressédo do transgene é geralmente confinada ao local/tecido onde é realizada a
injecao/insergao do transgene.

O tecido muscular € o principal alvo para essa pratica, portanto para acompanhar a concentracao
da proteina, uma biopsia muscular seria exigida para revelar possiveis veiculos virais ou
alteracdo de genes (MCCRORY, 2003; PINCOCK, 2005), o que torna praticamente inviavel no
cenario atual do esporte (BAOUTINA et al., 2008).

As proteinas constituintes de horménios como EPO e hGH quando secretadas, podem ocasionar
algum "vazamento" para a circulacao e possivelmente para a urina.

Dessa forma, as proteinas transgénicas funcionais poderiam gerar alguma informacao para pix
na betano deteccgéo pix na betano caso de doping (BAOUTINA et al., 2008).

Neste sentido, o conhecimento das técnicas moleculares é capaz de diferenciar um genoma
normal pix na betano relagdo a um alterado.

O desenvolvimento dos testes moleculares pode ser resumido nos seguintes passos: extracdo de
moléculas de DNA ou RNA no sangue ou tecido objeto de estudo; amplificacdo mediante reacao
pix na betano cadeia da polimerase (PCR) ou transcrigao reversa (RT); estudos das sequéncias
de interesses; marcadores, biosensores, entre um vasto leque de técnicas moleculares
existentes (ARGUELLES; ZAMBORA, 2007).

Uma possivel metodologia para indicar o uso de doping genético é a analise de RNA e outras
possiveis proteinas marcadoras por meio de métodos cromatograficos acoplados a
espectrometros de massa pix na betano soro ou plasma com a utilizacéo de técnicas
protedmicas (HAISMA; DE HON, 2006).

Além disso, a eritropoietina (EPO), produzida in vivo para transferéncia génica, difere de pix na
betano contraparte fisiologica (LASNE et al., 2004).

As diferencas isoelétricas entre as isoformas de EPO foram detectadas no soro de macacos
antes e depois de inje¢do intramuscular do vetor virus adeno-associado contendo homologo de



acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) para EPO.

Embora as caracteristicas estruturais responsaveis por esse comportamento isoelétrico distinto
nao tenham sido elucidadas, a expressao ectdpica da proteina transgénica no tecido muscular,
pode resultar pix na betano modificacdes pos-translacionais (PTM) diferentes ao da EPO
endogena.

Esta descoberta abriu perspectivas importantes para o controle antidoping envolvendo
transferéncias de genes (LASNE et al., 2004).

Uma metodologia adotada para a andlise de genes é a técnica de microarrays, capaz de medir
guantitativamente a expressao de milhares de genes pix na betano diferentes tecidos pix na
betano apenas um ensaio (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007).

Neste sentido, este método poderia ser aplicado no doping genético, pois esta metodologia
poderia detectar a expressado de genes extras ou alterados, resultantes do doping genético.

No entanto, os experimentos com microarrays ainda sao consideravelmente caros e trabalhosos.
Além disso, tais experimentos envolvem uma série de procedimentos laboratoriais, desde a
extracdo de RNA, transcricao reversa e marcacgao fluorescente, até a hibridizacéo final, os quais
invariavelmente introduzem diferentes niveis de variacdo adicional aos dados.

Desta maneira, a conducdo de ensaios com microarrays requer cuidadoso delineamento
experimental e analise estatistica dos dados (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007).

Em conseqiéncia destes fatores, a logistica de um laboratério de exames antidoping néo seria
capaz de atender a demanda de exames pix na betano grandes competi¢cdes, o0 que atualmente
impossibilita a realizacdo desta técnica na rotina de laboratorial.

DETECCAO DO VETOR

As abordagens para detecc¢do de vetores virais pode ser dirigida através da deteccao de
particulas virais, proteinas virais ou 4cidos nucléicos incorporados.

Entretanto, a analise direta do vetor depende de varios fatores como o virus utilizado, o local
onde ocorreu a transferéncia génica e o método para deteccdo do agente (BAOUTINA et al.,
2008).

A reacédo da polimerase pix na betano cadeia (PCR) € predominante neste tipo de andlise.

Esses vetores, 0 tipo de amostra e suas metodologias de deteccao estédo apresentados no
Quadro 1.

A deteccao direta de agentes utilizados no doping genético, com bases nas tecnologias atuais,
pode apresentar alguns desafios e/ou certas limitacdes.

As principais desvantagens deste tipo de detec¢cdo é a regido do genoma a ser estudada devido
a existéncia de diferentes genes que codificam proteinas musculares; as proteinas relacionadas
com fungdes respiratérias ou energéticas; as proteinas relacionadas a neurotransmissores
cerebrais ou hormonios.

Todas elas, de maneira particular ou pix na betano conjunto, podem incrementar o rendimento de
um atleta.

Nem sempre haverd mudancgas no genoma com a expressao de um gene, mas sim no fragmento
de DNA transcrito como RNA mensageiro, e portanto, pix na betano proteinas funcionais
(ARGUELLES; ZAMBORA, 2007).

Uma estratégia alternativa é a utilizacdo de métodos indiretos, com base na medicéo dos efeitos
do doping genéticos nas células, tecidos ou pix na betano todo o organismo (BAOUTINA et al.,
2008).

No caso de doping genético por EPO, a deteccao de alteracdes secundéarias hematologicas e
bioquimicas, tais como, aumento na hemoglobina, na contagem de reticulécitos e hematocrito,
pode sugerir o doping (RIVERA et al., 2005).

Além disso, Varlet-Marie e colaboradores (2004) demonstraram mudangas no metabolismo do
ferro e do RNA mensageiro utilizando a reagédo da polimerase pix na betano cadeia (PCR) pix na
betano tempo real.

Contudo, as implicacdes legais para o atleta com resultado positivo para qualquer forma de
doping sugerem que, sempre gque possivel, um método direto que identifiqgue inequivocamente a
pratica ou agente dopante, que tem por base medir mudangas pix na betano células, tecidos ou



pix na betano todo o corpo (BAOUTINA et al., 2008).

DETEC(;AO INDIRETA DO DOPING GENETICO

Alternativamente, métodos indiretos de detec¢cdo poderiam detectar mudancas mensuraveis
induzidas pelo gene dopante.

Por exemplo, tem sido demonstrado que apds a insercao e/ou expressao da respectiva proteina
recombinante, pode ocorrer uma resposta imune especifica (GAO et al.

, 2004; PALMER et al., 2004).

Além disso, mudancas na transcrigdo, proteinas e metabdlitos padrdes apds a introdugéo do
transgene pode levar a marcadores substitutos, capazes de serem detectados por diferentes
abordagens analiticas (AZZAZY; MANSOUR, 2007; BAOUTINA et al., 2008).

Entre outros efeitos bioldgicos do doping genético, respostas imunoldgicas frente ao veiculo de
entrega do gene podem ser avaliadas.

Além disso, mudancas no nivel de expressao de outras proteinas ou ruptura bioquimica celular
pix na betano resposta a uma proteina transgénica também pode ser avaliada (BESSIS; GARCIA
COZAR; BOISSIER, 2004; BAOUTINA et al., 2008).

RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE VETORES DE TERAPIA GENICA

A administracdo de vetores virais pode induzir também resposta imune humoral.

Ambos os fatores virais relatados, tais como o tipo de vetor, sorotipo, dose e via de
administracéo e fatores relacionados ao hospedeiro, tais como a genética afetam a extenséo da
resposta imune humoral ao vetor (BAOUTINA et al., 2008).

Em seres humanos, a administragdo de vetor adenovirus ou virus adeno-associado (AAV) gerou
aumento de anticorpos séricos apos injecdes intramuscular (MANNO et al.

, 2003), intratumoral (DUMMER et al.

, 2000; FREYTAG et al.

, 2002), intradermal (HARVEY et al.

, 1999) ou intra-arterial (artéria hepética) (MANNO et al.

, 2006) apesar de a maioria dos pacientes testados ja apresentarem anticorpos pré-existentes ao
capsideo viral ao encontro natural com esses virus (CHIRMULE et al., 1999).

A resposta imune humoral a infecgéo pelo virus herpes simples é bem caracterizada (KOELLE;
COREY, 2003).

Ha um aumento de anticorpos anti-HSV, apesar de que 50-80% dos seres humanos ja possuam
esses anticorpos com resultado natural de infecgédo (WAKIMOTO et al., 2003).

Os vetores retrovirais também induzem resposta imune humoral como demonstrado pix na betano
animais, através de injecéo intravascular ou intramuscular (MCCORMACK; GONDA, 1997,
MCCORMACK et al.

, 2001), e pix na betano humanos através de injecao intraperitoneal (TAIT et al., 1999).

Ao contrario de muitos sorotipos de adenovirus e virus adeno-associados, os retrovirus tipo C
nao sao conhecidos por infectar seres humanos (MCCORMACK et al.

, 2001), assim a imunidade preexistente ao capsideo ndo é comum, embora a presenca de
anticorpos pix na betano seres humanos tem sido relatada (TAIT et al., 1999).

Este conhecimento sobre os vetores virais e a respectiva resposta imune humoral decorrente da
terapia génica pode ser aplicado para uma possivel forma de detecc¢do para o doping genético.
Diante disso, exames imunoldgicos que avaliam os anticorpos destes vetores poderiam ser
utilizados (Ml et al., 2005).

Entretanto, o atleta pode estar naturalmente infectado com um determinado virus como o AAV,
gue é largamente disseminado nos tecidos humanos (GAO et al., 2004).

Com isso, haveria uma elevada concentracdo de anticorpos AAV na circulacao e o resultado
deste exame no intuito de revelar o uso de manipulacao génica para fins de doping poderia ser
inconclusivo.

UTILIZAQAO DE BIOSENSORES

Acredita-se que os biosensores podem desempenhar um importante e valioso papel no controle
do doping genético, provavelmente pix na betano conjunto com outras tecnologias de analise.
Apesar disso, nenhum teste estéd aprovado pela WADA para deteccdo do doping genético,



havendo varios projetos de pesquisa patrocinados pela WADA para o desenvolvimento de
metodologias para detectar esta pratica dopante (MINUNNI; SCARANO; MASCINI, 2008).

Os biosensores podem ser classificados pix na betano duas classes: cataliticos e baseados na
afinidade (ABB).

Como exemplo pragmatico de biosensor catalitico, temos o sensor de glicose, amplamente
utilizado no controle da glicemia.

Ja os hiosensores baseados na afinidade, sdo assim classificados devido a interacdo com a
amostra, onde ocorre a formagédo de um complexo de afinidade na superficie do sensor
(MINUNNI; SCARANO; MASCINI, 2008).

Os ABBs sao capazes de produzir uma resposta seletiva, sensivel e reprodutivel de uma amostra
pix na betano um tempo curto e, além disso, eles tornam desnecessarios ou reduzem
consideravelmente o pré-tratamento das amostras.

Isto se deve a um cristal de quartzo com capacidade piezoelétrica extremamente sensivel a
variagcdes de massa molecular.

Diante disso, multiplas interacdes podem ser detectadas simultaneamente, além de sequéncias
especificas de DNA, proteinas recombinantes e anticorpos.

Em relacdo a este ultimo, AABs apresentou-se como melhor op¢do de exame pix na betano
relacdo ao ELISA por ser mais especifico (MINUNNI; SCARANO; MASCINI, 2008).

Em relacdo aos métodos, eles podem ser utilizados tanto para formas diretas como indiretas de
deteccdo (TOMBELLI; MINUNNI; MASCIN, 2005).

Em particular, ABBs foram aplicados para a detecc¢éo de analitos alvos, tais como IGF-1 (GUIDI
et al.

, 2001) e VEGF (LI; LEE; CORN, 2007).

Além disso, serve para analisar os efeitos induzidos por transgenes, como por exemplo, resposta
imune humoral de virus adeno-associado (AAV), vetores de terapia génica (PALMER et al.

, 2004) ou EPO pix na betano terapia genética (GAO et al., 2004).

Diante das possibilidades de analises com diferentes metodologias analiticas, Thevis et al.
(2010) desenvolveram um método para deteccao de dois metabdlitos urinarios do gene agonista
do PPAR-delta GW1516 utilizando cromatografia liquida acoplada a um espectrdmetro de massa
tandem (LC-MSn) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

Este trabalho cientifico permitiu pela primeira vez detectar metabdlitos de um gene alvo do
doping genético pix na betano uma situa¢do de manipulagcdo génica na urina, o que permite a
analise antidoping sem a necessidade de procedimentos invasivos.

CONSIDERACOES FINAIS

Nesta revisdo procuramos demonstrar o doping genético e as metodologias analiticas disponiveis
e suas limitagoes.

Porém, recentemente identificaram-se metabdlitos de um gene alvo na urina pix na betano uma
situacao de manipulagéo génica, abrindo caminho para a determinag&o analitica de outros
metabdlitos de genes alvos do doping genético pix na betano uma rotina de exames antidoping.
No entanto, um aspecto pouco discutido na literatura sdo estudos referentes a interacéo entre
genes manipulados e o uso de farmacos.

Este fato poderia mascarar o uso do doping genético.

Deste modo, determinados farmacos que nao estdo na lista de substancias proibidas da WADA
poderiam ser acrescentadas, aumentando o niumero da classe de medicamentos e analogos.
Consequientemente, isso acarretaria pix na betano novos desafios analiticos para a detecgdo do
doping.

Diante disso, 0 doping genético € muito recente e carece de mais estudos, pois hovos genes
serdo alvos deste tipo de doping, o que implicara pix na betano novos riscos a saude do atleta,
bem como na criacdo de novas metodologias analiticas para evitar fraudes pix na betano
competicdes esportivas de alto nivel.

Recebido: 01 maio 2010Aprovado: 18 abr.2011



2. pix na betano :bet360 apostas online

Apostas Seguras: Ganhe Confiante

No mundo dos jogos e das apostas online, o Betano € uma plataforma confiavel, de propriedade
da Kaizen Gaming International Ltd. Com uma licenca valida pix na betano varios paises,
incluindo o Brasil, o Betano é mais do que um site de apostas desportivas com bénus, possuindo
também um exclusivo casino online.

Lancado pix na betano 2018, o Betano cresceu rapidamente e atualmente esta disponivel pix na
betano nove mercados na Europa, América Latina, além de expansdes pix na betano curso pix na
betano todo o mundo. Este artigo examinara de perto o que faz do Betano uma opcéo atrativa
para amantes de apostas esportivas e jogos online, utilizando a lingua portuguesa e a moeda
oficial do Brasil, oReal.

Uma Rapida Visédo Geral do Betano

O site e aplicativo Betano foram criados por um time experiente pix na betano industrias online e
tecnologia. A empresa-méae, Kaizen Gaming International Ltd., esta sediada pix na betano Malta e
opera sob as mesmas licencas do Reino Unido, Malta, Roménia, Alemanha e outros territorios.

* Fundada pix na betano 2018

Betano: Uma das Melhores Plataformas de Apostas
Desportivas no Brasil

No mercado de apostas desportivas pix na betano pix na betano constante crescimento no Brasil,
€ importante encontrar a plataforma ideal. Uma delas € a Betano, uma plataforma legal e fiable
de apostas desportivas que também oferece diversos tipos de promocdes. Neste artigo, vocé
descobrira o que torna a Betano especial e porque é uma plataforma ideal para os brasileiros.

- Betano é uma plataforma de apostas desportivas online legal e regulamentada no Brasil

- A empresa responsavel pelo funcionamento da Betano é a Kaizen Gaming

- Oferece bonus para novos jogadores e promogdes no longo do ano

Uma plataforma de apostas desportivas online legitima com ofertas de boas-
vindas e promocdes

Fundada pix na betano pix na betano 2024, a Betano opera sob o guarda-chuva da Kaizen
Gaming, um operador lider de apostas desportivas e jogos online ativo pix na betano pix na
t')etano nove mercados na Europa e América Latina, expandindo-se para a América do Norte e
Africa.
A nostra avaliacdo da Betano encontramos uma emocionante oferta de boas-vindas para novos
jogadores e outras ofertas promocionais ao longo do ano. Além disso, a Betano goza de um
grande concerto credibilidade entre os seus utilizadores por ofrecer as seguintes vantagens:
- Provavelmente um dos melhores sites de apostas no Brasil, Betano € licenciado e
regulamentado no pais
- Diversos Uteis recursos, incluindo transmissdes a camara lenta, estatisticas e noticias
das ligas esportivas
- Sistema do clube VIP que permite jogadores que acumulam pontos fidelidade voltarem pela
fidelizacao.
- Excelente atendimento ao cliente, incluindo canais para o apoio ao chat ao vivo, email,
telefone e Fale Connosco

Conclusao: Realizar Apostas no Betano



Com as ofertas de boas-vindas e promoc¢des regulares, € um excelente momento para
experimentar a Betano. Esta marca é lider no mercado brasileiro por uma razdo, e uma vez que
experimenta o site e seu apoio ao cliente galardoado, facil de usar interface e ofertas de apostas,
pode perceber por que cada vez mais brasileiros registram-se para apostar no site.

O Betano certificadamente esté tracando o caminho e é um lugar fantéstico para jogar online para
todos os fieis ao desporto no Brasil, se quer relacionar-se com jogadores novos, aprender sobre
novos desportos ou jogar e apostar online com dinheiro real.

3. pix na betano :roulette como jogar

As autoridades espanholas disseram nesta segunda-feira que encontraram os restos mortais de
um jovem na ilha Tenerife, onde o adolescente britanico Jay Slater desapareceu no més
passado.

Slater, um aprendiz de 19 anos da Inglaterra pedreiros desapareceu pix na betano 17 junho
durante as férias no Tenerife. A organizagédo LBT Global que coordena a comunicagdo com 0s
meios e imprensa na pix na betano familia disse numa declaracdo nesta segunda-feira (26): "O
corpo parece ser o do JaySlate" encontrado perto dos ultimos locais onde se encontra seu
celular movel...

"Embora a identificacdo formal ainda néo tenha sido realizada, o corpo foi encontrado com os
pertences e roupas do Sr. Slater", disse um comunicado da LBT Global pix na betano uma
declaragdo a imprensa local sobre seu trabalho na cidade de Nova York ndia (EUA).

A Guarda Civil da Espanha, uma forca policial nacional de policia espanhola disse pix na betano
um comunicado que depois 29 dias apds a busca por seus trabalhadores resgatados havia
encontrado o corpo do jovem na area das Masca (uma vila nas montanhas) nesta segunda-feira
pela manha. Os restos mortais foram encontrados numa regido ingreme e dificil para se alcancar
pelos membros dos grupos montanhistas responsaveis pelo resgate no monte Esqidificador
Guardiaes Civis - informou este documento

A Guarda Civil disse que as evidéncias disponiveis sugerem a possibilidade de ser o corpo do Sr.
Slater, mas ainda ndo havia sido feita uma identificacao formal e parecia ter sofrido um acidente
ou queda no terreno pix na betano bruto da pessoa”, afirmou a AFP os responsaveis pela acdo
civil na cidade local ao jornal The Guardian [7] (em inglés).

Slater pix na betano uma {img} fornecida por pix na betano familia.

Crédito....

GLOBAL/Familia via Facebook

Em junho, o Sr. Slater participou de um festival musical pix na betano Tenerife com amigos
incluindo Lucy Law que descreveu a Ultima vez na qual ela viu MrsrSLATER numa pagina online
para levantar fundos da pix na betano familia e disse-lhe isso no dia 16 do més passado ao final
deste Festival: "O sr Itimo foi embora junto das duas pessoas onde se encontrou ira até aos seus
apartamentos num lugar mais isolado".

A Sra. Law disse que na manha seguinte recebeu um telefonema do Sr Slater, o qual Ihe contou
estar perdido e com sede nas montanhas; a bateria de seu telefone estava quase esgotada: ele
ligou para outro amigo ao mesmo tempo --que afirmou ter decidido descer "uma pequena gota"
junto a estrada aquela foi pix na betano ultima vez pix na betano alguém se queixando dele!

O desaparecimento do Sr. Slater recebeu uma atencgéo frenética da midia britanica e foi seguido
de perto por detetives on-line, incluindo alguns que viajaram para Tenerife o interesse intenso no
caso também provocou conspira¢cdes com teorias infundadamente fundamentada...

Debbie Duncan, mae de Slater descreveu seu filho pix na betano um comunicado no domingo
como "um jovem tipico que ama a vida com futuro brilhante pela frente".
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