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Abstract
Doping and its control is one of the biggest challenges in the world of sport. The

use of erythropoiesis-stimulating agents (ESAs), and especially recombinant
erythropoietin (rEPO), has been used as a doping method since the beginning of
doping practices. The promotion of erythrocyte production by ESAs leads to an
increase of oxygen transport and, therefore, an improve of the aerobic athletic

performance.

In the last decade, a new form of administration based on rEPO micro doses has
been expanding and becoming popular among athletes. This strategy is more
difficult to be detected in anti-doping controls while potentiates the long-term
effects of rEPO.

The main objective of this literature review is the compilation and analysis of the
improvements of the current electrophoretic methods for the detection of rEPO
during the last years, as well as the development of alternative methods. In
addition, the advantages and disadvantages of different methods and future
development for greater control of the use of rEPO in athletes will also be

reviewed.

From all the information collected, the electrophoretic methods, due to the
improvements and optimization of their protocols, have increased their sensitivity
and selectivity, prolonging the detection window of rEPO. However, their high
cost and time-consuming prevent the realization of more frequent anti-doping
tests and, therefore, a more exhaustive control throughout the year. The low cost
and shorter time needed of alternative methods are potential options as screening
test, despite the lower sensitivity observed. The haematological module of the
Athlete Biological Passport (ABP) results as an optimal tool, based on the
monitoring and control of haematological variables through the year. However, it
still needs an improvement in the interpretation and analysis of the data collected,

in addition to the inclusion of new biomarkers.



Resumen
El dopaje es uno de los mayores problemas y retos en el mundo del deporte. El

uso de agentes estimulantes de la eritropoyesis (ARES), y en especial la
eritropoyetina recombinante (rEPO), ha sido un método habitual de dopaje desde
el inicio de las practicas dopantes. La estimulacion de la produccion de eritrocitos
mediante ARESs, provoca un aumento de transporte de oxigeno resultando en

una mejora del rendimiento atlético.

En la ultima década, una nueva forma de administracion mediante micro dosis
de rEPO ha ido expandiéndose y popularizdndose entre los atletas. Esta
estrategia dificulta su deteccion en los controles antidopaje mientras potencia los

efectos de rEPO a largo plazo.

El principal objetivo de esta revision bibliografica es la recopilacion y analisis de
las mejoras e implementaciones de los métodos electroforéticos estandarizados
para la deteccion de rEPO en los ultimos afios, asi como el desarrollo de
métodos alternativos propuestos. Ademas, también se revisara las ventajas e
inconvenientes de los diferentes métodos y posibles vias de desarrollo e
investigacion futuras para un mayor control del uso de rEPO en atletas.

En base a toda la informacion recolectada, los métodos electroforéticos
acreditados, gracias a las mejoras y optimizacibn de su protocolo, han
incrementado la sensibilidad y selectividad, prolongando la ventana de
deteccion. Sin embargo, su alto coste y tiempo necesario impiden la realizacion
de pruebas antidopaje mas rutinarias y frecuentes y por tanto un control mas
exhaustivo durante todo el afio. La rapidez y bajo coste de métodos directivos
alternativos son una potencial opcion como prueba de muestreo inicial, pese a la
menor sensibilidad observada. La herramienta 6ptima para la deteccion de micro
dosis es el médulo hematoldgico del Pasaporte bioldégico del Atleta (PBA),
basandose en el seguimiento y control de variables hematolégicas a lo largo del
tiempo. Sin embargo, todavia necesita de una mejora en la interpretacion y el
analisis de los datos recopilados, ademas de la inclusion de nuevos

biomarcadores.



Abreviaciones

ABPS: Abnormal Blood Profile Score

AEE: Agentes estimulantes de la eritropoyesis

ALAS2: 5’Aminolevulinato sintasa 2

ARE: Agonistas del receptor de la eritropoyetina

CALl: Anhidrasa carbodnica 1

CERA: Continuo Activador del Receptor de Eritropoyetina

CE: Electroforesis capilar

CZE: Electroforesis de zona capilar

clEF: Enfoque isoeléctrico capilar

CP: Confirmation Procedure

DBSs: Dried Blood Spots

EPOQO: Eritropoyetina

EPOR: Receptor de eritropoyetina

EPO WGA MAIIA: Inmunoensayo de isoformas asistido por membrana
IEF-: Enfoque isoeléctrico

Hb: Hemoglobina

ITP: Initial Test Procedure

IU: Unidad internacional para EPO

LC-MS: Cromatografia liquida de acoplada a espectrometria de masas

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem

LC-HRMS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion

MIiRNA: microRNAs

NESP: Nueva proteina estimulante de la eritropoyesis
WADA: World Anti-Doping Agency

rEPO: EPO recombinante

RTf: Receptor de transferrina

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida
PBA: Pasaporte Biologico del Atleta

PEG: Grupo metoxi polietilenglicol

SAR-: Sodio N-lauroilsacosinato ‘Sarcosil’
SDS-: Dodecil sulfato de sodio-

SERS: Surface enhanced Raman spectroscopy
SLC4AL: Solute carrier family 4 member 1

Tf: Transferrina

WGA: Aglutinina de germen de trigo



1. Introduccién
Uno de los problemas mas importantes y significativos en el mundo del deporte

es el dopaje, el cual afecta la integridad de la competicion, su espiritu y esencia,
y la propia salud de los atletas. El dopaje es el término utilizado para referirse al
uso de sustancias o métodos que aumentan y mejoran las capacidades y el

rendimiento fisico de un atleta en un deporte de forma injusta o ilegal.

Para detectar el uso de sustancias y métodos dopantes ilegales por atletas, la
World Anti-Doping Agency (WADA) regula y supervisa todo el sistema de control
antidopaje mediante la recogida y andlisis de muestras biolégicas como son la
orina y sangre, tanto durante competiciones como fuera de ellas. Para
estandarizar qué sustancias y métodos son prohibidos en el mundo del deporte,
la WADA cre¢ la Lista (The List). La Lista es un documento legal que determina
gue sustancias y métodos quedan prohibidos en los atletas, siendo actualizada
cada afio (WADA, 2022).

1.1. Eritropoyetina
Una de las estrategias mas comunes utilizadas tanto en el pasado como en el

presente es la estimulacion de la eritropoyesis, resultando en un aumento del
rendimiento aerébico. Las sustancias ilegales usadas con este objetivo son
denominadas Agentes estimulantes de la eritropoyesis (AEE), pertenecientes a
la clase S2 de la Lista de sustancias prohibidas de la WADA. Dentro de esta
subclase, las sustancias mas utilizadas y detectadas en los controles de dopaje
son los agonistas del receptor de la eritropoyetina (AREs) (WADA, 2022). Los
ARES son sustancias sintéticas analogas a la eritropoyetina humana (EPO).

La EPO es una hormona glicoproteina producida por los fibroblastos
peritubulares del riidn. Su principal funcion es estimular la proliferacion y
diferenciacion de los eritroblastos en eritrocitos (glébulos rojos), mediante la
union al receptor de eritropoyetina (EPOR). Este aumento de eritrocitos por el
efecto de la EPO provoca un aumento de transporte y liberacion de oxigeno en
las células. Su produccién se encuentra principalmente regulada y estimulada
por hipoxia, situacion de deficiencia de oxigeno disponible en sangre y tejidos.
Esta disminucion de oxigeno activa los factores transcripcionales conocidos
como factores inducibles por hipoxia, los cuales inducen la expresion del gen
Epo (Jelkmann & Jelkmann, 2011).



La EPO recombinante fue desarrollada en 1980 como agente beneficioso en el
tratamiento de la anemia cronica asociada de enfermedad de rifion cronica,
debido a su capacidad de promover la produccion de eritrocitos (Figura 1) (Coyne
et al., 2017). Su comercializacion produjo un auge de su uso en atletas en 1990.
La principal razén proviene de la observaciéon de la capacidad de transporte de
oxigeno a los musculos como principal factor limitante de los deportes aerdbicos
y de resistencia. Paralelamente, se descubrié que el aumento de hemoglobina y
su concentracion mejoraba el consumo maximo de oxigeno (VOzmax), resultando
en una mejora del rendimiento (Ekblom et al., 1972). El facil acceso y su gran

impacto atlético resulté en un uso masivo hasta finales de los 2000.

1.2. Agonistas del receptor de la eritropoyetina
Existen tres generaciones de AREsS. La primera generacién se encuentra

formada por la EPO recombinante (rEPO) conocida como epoetina. La epoetina
engloba distintas isoformas llamadas epoetina alfa/beta, delta y omega. El origen
de estas isoformas son las diferencias en la produccion y las lineas celulares
utilizadas, resultando en patrones de glicosilacién diferentes (Smith et al., 2007).
La epoetina tiene una vida media de entre 8 a 24 horas, lo que la hace ser muy
utilizada para propésitos dopantes por esta ventana de deteccion tan corta
(Franz, 2009).

La segunda generacion esta compuesta de la nueva proteina estimulante de la
eritropoyesis (NESP) conocida como darbepoetina. NESP fue disefiada con el
objetivo de conseguir una EPO recombinante con una vida media mas larga,
disminuyendo la frecuencia de inyecciones terapéuticas (Macdougall et al.,
2003).

La tercera generacion de AREs conocida como activador continuo del receptor
de eritropoyetina (CERA) comenz0 a ser comercializada en Europa en 2007.
Esta sustancia esta formada por la union de la epoetina beta con un grupo metoxi
polietilenglicol (PEG). La adicién del grupo PEG (o pegilacién) provoca una
disminucioén de la afinidad con el EPOR debido al aumento de tamafio molecular
(60 kDa), lo que resulta en una menor filtracion por los rifiones y un incremento
de su vida media en suero (70-122 h) (Jelkmann, 2012).



Un ARE creado farmacologicamente recientemente es la EPO-Fc, la cual
consiste en la EPO monomérica o dimérica unida a la region Fc de la
inmunoglobulina G humana (IgG), siendo incluida y prohibida por la WADA en
2012 (Postnikov et al., 2015)
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Figura 1. Proceso de aparicion de anemia consecuencia de enfermedad crénica renal. La acumulacién de
toxinas por el malfuncionamiento del rifién causa una disminucién de la sintesis y produccion de EPO, lo
que comporta una disminucién de la eritropoyesis provocando la disminucion de glébulos rojos
caracteristicos de anemia. Imagen obtenida de Hamza, Eya & Metzinger, Laurent & Metzinger, Valerie.
(2020). Uremic Toxins Affect Erythropoiesis during the Course of Chronic Kidney Disease: A Review. Cells.
9.

Como se ha comentado anteriormente, de los diferentes ARESs la sustancia por
excelencia y més utilizada por su corta vida media y dificultad de deteccién es la
rEPO (epoetina) (WADA, 2022). El uso de rEPO en el deporte tiene un historial
y hemeroteca de casos de dopajes muy extenso, como la de ciclistas en la era
de los 1990-2010. De los casos mas relevantes se encuentra el de Lance
Armstrong, el cual causo un revuelo internacional en el mundo del deporte. En la
actualidad contintan apareciendo y reportandose nuevos casos de dopaje con
rEPO afio tras afio, lo cual indica que el uso de rEPO en los atletas continua
vigente (WADA, 2022). Por ello, a lo largo de los ultimos afios se ha ido
expandiendo el pensamiento popular de la existencia de muchos mas casos no
detectados y de un uso mucho mas comun de rEPO entre atletas profesionales

y amateurs.



1.3. Métodos electroforéticos de deteccion de rEPO
Los métodos de deteccion de rEPO estandarizados son aplicados posterior a la

recogida de orina y/o sangre, y su envio al laboratorio antidopaje. En el
laboratorio, primeramente, se realiza una prueba de cribaje, llamado Initial Test
Procedure (ITP), y en caso de resultado adverso o dudoso se realiza otra prueba

llamada Confirmation Procedure (CP).

Para el analisis inicial del rEPO, se utiliza como ITP enfoque isoeléctrico (IEF) o
dodecil sulfato de sodio (SDS) / sodio N-lauroilsacosinato ‘Sarcosil’ (SAR) -
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Por otro lado, para CP sélo se
utiliza SDS- 0 SAR-PAGE (WADA, 2022).

1.3.1. IEF-PAGE

El primer método desarrollado para la deteccion de EPO recombinante en atletas
dopados fue creado por Lasne et al., en los afios 2000' conocido como IEF-
PAGE. La primera fase de la técnica consiste en la separacion de la EPO
recombinante de la EPO enddégena humana debido a las diferencias en la
composicion de la cadena de carbohidratos. A un cierto pH se produce un cambio
diferencial de la carga neta de las proteinas, el cual se puede observar por
enfoque isoeléctrico dénde son separadas por su diferente punto isoeléctrico
(Lasne & De Ceaurriz, 2000).

En este caso se utiliza un gradiente de pH de 2 a 6, dénde la EPO humana migra
a las regiones mas acidas del gel por tener una carga negativa mayor, mientras
gue las principales isoformas de la EPO recombinante migran a las areas mas
bésicas, al tener una carga no tan negativa. Por el contrario, la darbepoetina alfa
migra a las zonas mas acidas del gel de enfoque isoeléctrico al tener una mayor

carga negativa que la EPO enddgena (Franz, 2009) (Figura 2).

1.3.2. SDS-/SAR-PAGE

El otro método de separacion de EPO enddgena y rEPO es mediante sus pesos
moleculares por SDS. rEPO tiene un mayor peso molecular que la EPO
enddgena debido a los diferentes patrones de glicosilacion que pueden ser
detectadas por SDS-PAGE en orina o suero. Ambos métodos de separacion

(IEF- y SDS-PAGE) son complementarios y permiten la deteccion de EPO



recombinante de primera y segunda generacion a través de la posterior

deteccion mediante Western Blot,(Lasne & De Ceaurriz, 2000).

Sin embargo, pese a que CERA tiene un patron diferente de enfoque isoeléctrico
y de movilidad relativa por su estructura pegilada respecto a la EPO endogena,
su larga longitud y el no ser filtrada ni excretada por la orina complica su
deteccion mediante SDS-PAGE. En este caso, se utiliza sodio N-
lauroilsacosinato ‘Sarcosil’ (SAR) en vez de SDS para la separacion por pesos
moleculares. Esto se debe a que SAR se une Unicamente a la cadena
aminoacidica de CERA, lo que permite la unién de los anticuerpos y una banda

mas fina y especifica (Lasne et al., 2007).
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Figura 2. Imagen del patrén de separacion entre las diferentes isoformas de EPO marcados por anticuerpos
en IEF-PAGE (pH = 2 - 6). uEPO: Eritropoyetina humana observada en orina humana. Representacion
obtenida de WADA Technical Document — TD2022EPO

1.4. Administracion de rEPO en micro dosis

El uso de rEPO en el dopaje ha ido evolucionando y reinventandose a lo largo
del tiempo. En los ultimos afios se ha adoptado una estrategia de administracion
por micro dosis via intravenosa, en la cual se utilizan dosis mucho mas bajas
respecto a las dosis terapéuticas (<50 IU/Kg), de una forma mas frecuente (entre

1 a 4 dias). (IU, Unidad internacional para eritropoyetina, equivalente a la



actividad biolégica de 1,48 mg de EPO de la Preparaciéon internacional de
Referencia). Ademas de disminuir la probabilidad de deteccion, se ha visto que
puede ser incluso més eficaz en el incremento del rendimiento atlético y ejercicio
aerdbico que el uso de dosis altas de forma Unica (Breenfeldt Andersen et al.,
2023; Haider et al., 2020).

Un estudio de 2013, con motivo del auge y la aparicion de la administracion de
rEPO mediante micro dosis, evalu6 su deteccion por los métodos
electroforéticos. Se observé que la ventana de deteccion era de 18 horas en
orina, obteniendo un 100% de sensibilidad después de la inyeccién de micro
dosis. Sin embargo, la sensibilidad disminuia drasticamente durante las 6 horas
posteriores hasta bajar al 50% (Dehnes et al., 2013). En otro estudio posterior,
tras la inyeccion de una micro dosis de rEPO de 500IU (7 IU/Kg), la sensibilidad
bajaba de 92% a 67% en el intervalo de las 15 a las 20 horas, respectivamente.
Por otro lado, en dosis mas altas (900 1U; 12,5 IU/kg), se producia una bajada
de 100 a 75%.(Martin et al., 2016).

Debido a los resultados de estos estudios, la mejora y optimizacion de los
protocolos de las técnicas electroforéticas ha sido una via de investigacion
prioritaria en el antidopaje. Por otro lado, el desarrollo de nuevas técnicas
analiticas también ha sido de gran importancia en la lucha contra el dopaje vy el

uso de rEPO ésta ultima década.

Por tanto, al igual que el dopaje se renueva e innova constantemente con el
objetivo de encontrar nuevas formas de dopaje que pasen desapercibidas, los
métodos de deteccion también deben adaptarse a esta evolucion. El desarrollo
y la mejora continua de estos métodos son indispensables para garantizar su
eficacia, manteniendo asi la integridad de las competiciones deportivas. Por
consiguiente, este trabajo se enfoca en analizar los métodos actualmente
utilizados para detectar rEPO, asi como en explorar su constante desarrollo y
actualizacion. Ademas, también se pretende identificar nuevos métodos con

potencial para su implementacion en los laboratorios antidopaje.



2. Objetivo
El objetivo de esta revision bibliografica es la recopilacion de los diferentes

métodos utilizados actualmente en la deteccion de rEPO, junto con las
implementaciones y mejoras de sus protocolos, asi como los nuevos métodos
potenciales desarrollados durante estos Ultimos afios. Ademas, se pretende
evaluar y analizar tanto la eficacia como el potencial de los métodos existentes

y en desarrollo.

3. Metodologia
La metodologia utilizada se ha basado en una busqueda literaria mediante las

herramientas PubMed y Google académico, centrada en articulos publicados en
los ultimos 10 afios relacionados con los métodos de deteccion de rEPO en el
dopaje, tanto actuales como en desarrollo. Toda la bibliografia consultada se
encuentra referenciada a lo largo del trabajo y agrupada en su totalidad en el

aparto de referencias bibliogréficas, listadas por orden alfabético.

4. Mejoray optimizacion de los protocolos electroforéticos
Desde la inclusion y estandarizacion de los métodos electroforéticos en la

deteccién de rEPO en los laboratorios antidopaje, a lo largo de los afios se han

ido implementando mejoras y optimizando sus protocolos.
4.1. Inmunopurificacién

Previo a la realizacion de las diferentes pruebas analiticas, es necesario realizar
una inmunopurificacién para eliminar las posibles proteinas inespecificas de la

muestra biolégica que puedan interferir en la sefial, y concentrar el posible ARE.

El método mas frecuente de inmunopurificacién en sangre es el kit MAIIA, el cual
es capaz de realizar la inmunopurificacion en una hora. Sin embargo, es un kit
muy laborioso y caro, ademéas de no poder detectar CERA y EPO-Fc en orina
(Dehnes et al., 2010). Para la purificacion en orina se utiliza el método Stemcell
ELISA basado en micro pocillos recubiertos con anticuerpos anti-EPO, debido a
su bajo coste, facilidad, fiabilidad y alta sensibilidad (Kohler et al., 2008). Sin
embargo, este método solo puede ser utilizado en orina, ya que en sangre no es

10



compatible. Ademas, presenta una tasa de recuperacion muy baja en referencia
a CERA (Reihlen et al., 2015). Por ello, diversos métodos de inmunopurificacion

han sido publicados para mejorar y optimizar este proceso de purificacion.

Desharneis et al., disefié6 un método basado en el uso de una combinacion de
perlas inmunomagnéticas recubiertas de estreptavidina con anticuerpos
policlonales anti-EPO biotinados. Este método permite el analisis posterior
electroforético realizando una Unica incubacion por Western Blot, o que ahorra
tiempo y disminuye posibles errores manuales (Desharnais et al., 2017). Al ser
comparado frente a los métodos de referencia, no se encontraron diferencias
significativas respecto a la sensibilidad, especificidad y repetibilidad, por lo que
su uso depende mas de la matriz biol6gica a analizar y el tiempo y coste de cada
método (Zhou, Zhang, et al., 2020).

Otra estrategia reciente propuesta utiliza un kit de perlas de gel de sefarosa anti-
EPO, de MAIIA Diagnostics, resultando en una mejora del manejo, rendimiento
y tiempo de trabajo de las muestras respecto al kit de referencia MAIIA anterior
(Heiland et al., 2019). Si bien puede ser usado tanto en orina como sangre, no

es posible usarse en combinacion con IEF-PAGE.
4.2. Inmunodeteccion

Una de las principales claves en la eficacia de los métodos electroforéticos es el
inmunomarcaje por Western Blot. Por un lado, la automatizacion de los pasos
mas manuales de Western Blot mediante un procesador de marcaje automatico
permiti6 un aumento de la sensibilidad y una mayor ventana de deteccion de
rEPO en SAR-PAGE(Reichel et al., 2019).

Para la inmunodeteccion por Western Blot posterior a la separacion
electroforética por IEF-, SDS-, y SAR-PAGE, normalmente es necesario un doble
marcaje e incubacion de anticuerpos. Primeramente, se incuba un anticuerpo
primario monoclonal anti-EPO, en este caso el clon AE7A5, y posteriormente un
anticuerpo secundario conjugado con biotina y un complejo de estreptavidina-
HRP, el cual da la sefial quimioluminiscente. Recientemente, los anticuerpos de
raton anti-EPO AE7A5 han sido biotinados directamente, uniéndose
directamente el complejo estreptadivina-HRP. De esta forma no es necesaria

una segunda transferencia e incubaciéon de un anticuerpo secundario (Dehnes et

11



al.,, 2020; Zhou, He, et al., 2020). Esta optimizacion del proceso de
inmunodeteccion ha permitido aumentar la sensibilidad 8 veces en comparacion

al uso del anticuerpo secundario conjugado con biotina (Voss et al., 2021).
4.3. Deteccion de rEPO por los métodos electroforéticos optimizados

El impacto de este conjunto de mejoras y optimizacion en la deteccion de rEPO
han sido analizados recientemente tanto a dosis altas como en micro dosis. Uno
de los estudios més destacados se realizé mediante la administracion de 10
IU/kg (700-800 IU) de Binocrit (epoetina alfa), una de las isoformas de rEPO con
vida media mas baja (24 horas aproximadamente) (Martin et al., 2021). Se
observé una gran mejoria respecto a la ventana de deteccidon en orina,
obteniéndose un 100% 48 después de la administracion al principio y al final del

tratamiento, y un 100% 72 horas después de la ultima dosis del tratamiento.

Otro estudio mas reciente analizé la sensibilidad de deteccion en este caso de la
administracion de micro dosis (7,5 IU/kg) de Retacrit (epoetina zeta) 3 veces por
semana durante 2 semanas. En este caso la ventana de deteccion llegaba hasta
las 52-53 horas mediante SAR-PAGE tanto en orina como en suero (Reichel et
al., 2023). Esta ventana de deteccién duplica las ventanas de deteccion
obtenidas en estudios antiguos con anticuerpos AE7A5 no biotinados, en
técnicas no electroforéticas, o bien en estudios de SAR-PAGE con el protocolo

no optimizado (Martin et al., 2016).

Cabe destacar que en ambos estudios IEF-PAGE present6 una sensibilidad y
ventana de deteccién menor en comparacion con SDS/SAR-PAGE. Respecto a
Binocrit, IEF-PAGE presentd una sensibilidad de 82% en suero y 64% en orina
después de 48 horas, mientras que Retacrit solo era detectable hasta las 18 h

después en orina.
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5. Métodos directos alternativos
Diversos métodos analiticos han sido desarrollados a lo largo de los ultimos afios

como alternativas a los métodos actuales, con el objetivo de obtener métodos

menos laboriosos y costosos para la deteccién de rEPO y otros ARES.

5.1. Inmunoensayo de isoformas asistido por membrana (EPO WGA MAIIA)
Uno de los métodos alternativos estudiados y propuestos para la deteccion de

rEPO es una prueba conocida como inmunoensayo de isoformas asistido por
membrana (EPO WGA MAIIA).

El ensayo permite diferenciar rEPO de EPO enddgena segun la diferente afinidad
de las isoformas de EPO con la lectina de la aglutinina de germen de trigo (WGA),
la cual es definida segun la glicosilacidn. Las isoformas de rEPO interaccionan
mas fuerte con la WGA que la EPO enddgena. Respecto a los otros AREs, la
darbopoetina alfa (NESP) es la molécula con a mayor afinidad por la WGA,
mientras que CERA tiene menor afinidad por WGA que la EPO enddgena
(Lonnberg et al., 2012). A continuacion, son eluidas segun su afinidad y
posteriormente inmovilizadas por anticuerpos anti-EPO y detectadas por otros
anticuerpos anti-EPO marcados con nano cadenas de carbono negras, dando
una intensidad de sefial en una tira reactiva proporcional a la concentracion de
EPO unida(L6nnberg et al., 2010).

Respecto a su capacidad de deteccion del uso de rEPO en micro dosis, diversos
estudios han sido publicados. Mgrkeberg et al., analizo la administracion de la
misma epoetina beta (rEPO) en 6 inyecciones potenciadoras de 50 IU/kg durante
3 semanas, seguida de dos microinyecciones de 10 IU/kg. EPO MAIIA WGA
detect6 el uso de micro dosis de rEPO con un 100% de sensibilidad hasta 12
horas después de la inyeccién, bajando drasticamente hasta solo ser detectada
en el 27% de los sujetos a las 72 horas, tanto en orina como en plasma
(Mgrkeberg et al., 2014).

Por otro lado, Dehnes et al., investigo la deteccion de la misma epoetina beta del
estudio anterior al administrarse 6 micro dosis intravenosas de 7,5 1U/kg (Dehnes
et al., 2013). Con una especificidad del 98%, EPO WGA MAIIA detectd la
presencia de rEPO 18 horas después de la micro dosis en un 100% de

sensibilidad en plasma y 87,5% en orina. Sin embargo, la sensibilidad bajaba al
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50% a las 24 horas, y en un 12% después de 48 horas, tanto en orina como en
plasma. Cabe destacar que, al confirmar las muestras adversas por SAR-PAGE,
se obtuvo un 100% de sensibilidad en las muestras de 18 horas en orina, y un

87,5% en plasma, disminuyendo a las 24 horas a un ~50% en ambas matrices.

5.2. Espectrometria de masas
La técnica de cromatografia liquida de acoplada a la espectrometria de

masas (LC-MS) es uno de los métodos analiticos mas comunmente utilizados en
el analisis y deteccién de sustancias dopantes en el deporte. Sin embargo, la
identificacion y deteccion de rEPO y AREs es mas complicado debido al gran
nombre de interferencias que existen principalmente en sangre, como la
presencia de proteinas excesivamente abundantes (Dhurjad et al., 2022).
Diferentes métodos de purificacion y tratamiento de la muestra han sido
propuestos con el objetivo de detectar rEPO en muestras biol6gicas mediante
LC-MS, sin éxito. Yasuoka et al., desarroll6 un método basado en la combinacion
de Western Blot con LC-MS, sin la necesidad de prepurificar EPO. Pese a
permitir detectar la presencia de EPO y AREs en la muestra bioldgica, este
método no es capaz de distinguir entre EPO enddgena y las diferentes ARES
(Yasuoka et al., 2020).

Con la aparicion de técnicas de espectroscopia de masas mas sensibles y
resolutivas, nuevas estrategias han sido probadas y utilizadas con el objetivo de

identificar y detectar AREs en muestras bioldgicas.

Una de las técnicas de espectroscopia de masas mas estudiadas para la
detecciéon de AREs en el dopaje es la Cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS). LC-MS/MS ha demostrado
ser una herramienta muy Util para la deteccion de NESP o CERA (Okano et al.,
2014). Sin embargo, la deteccién de rEPO es mucho méas complicada ya que LC-
MS/MS no es capaz de diferenciar rEPO de EPO debido a que la diferencia

estructural es de pocas fracciones de carbohidratos (Skibeli et al., 2001).

Con el objetivo de resolver esta problematica, diferentes estrategias han sido
propuestas para la separacion y purificacion de las isoformas de rEPO. Una
metodologia alternativa propuesta por Vogel et al., es el aislamiento de las
diferentes isoformas de rEPO en orina mediante perlas magnéticas unidas al
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EPOR, aprovechando la capacidad de unién de rEPO al EPOR (Vogel et al.,
2014, 2015). Sin embargo, los resultados finales no mejoran los obtenidos por

métodos electroforéticos.

Otro posible método propuesto es la cromatografia liquida acoplada a
la espectrometria de masas de alta resolucion (LC-HRMS). La estrategia de
deteccién y diferenciaciéon entre EPO endbégena y rEPO es el andlisis de la
glicosilacion proteica, principal diferencia estructural entre ellas (Guan et al.,
2021). Una de las formas de identificacion por nanoLC-HRMS es mediante el
andlisis de la estructura de glucano tetrasialico especificamente situado de forma
caracteristica en la rEPO (Seo et al., 2023). Seleccionando el glucopéptido
intacto con una estructura de acido tetrasialico, es posible detectar el uso de

rEPO pero con un limite de deteccion muy alto (500 pg/mL).

5.3. Electroforesis capilar acoplado a sistema Western Blot
Debido a las diferentes glicosilaciones postranscripcionales que sufre rEPO, es

muy importante el estudio de sus diferentes glicoformas para su correcta
separacion y andlisis. La electroforesis de zona capilar (CZE), junto al enfoque
isoeléctrico capilar (clEF), son dos de los principales métodos desarrollados para
la separacion, identificacion y caracterizacion de las diferentes glicoformas de
rEPO (de Frutos et al., 2003; Dou et al., 2008).

Uno de los métodos mas prometedores desarrollado por Desharnais et al. se
basa en un sistema completamente automatico de electroforesis capilar (CE)
integrado en el Western Blot conocido como Western capillary electrophoresis
system (WCES) (Desharnais et al., 2018). El sistema esta formado por un
modulo de separacion basado en nano capilares de 12 a 230kDa el cual,
posterior a la electroforesis, es capaz de inmovilizar proteinas en la pared capilar
para ser detectadas por Western Blot. La realizacion del método permite la
deteccion de NESP, CERA y EPO-Fc a concentraciones de entre 1,5 a 6pg/ml
para; y rEPO entre 1 y 3 mlU/ uL. Dependiendo del sistema de automatizacion
utilizado, se pueden analizar y cuantificar rEPO y otros AREs desde 25 muestras

(Sistema Wes) hasta 96 muestras (Sistema Sally) en menos de 3 horas.
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5.4. Sensores electroguimicos/biosensores
Uno de los métodos que mas se han investigado en la deteccién de EPO

recombinante y otros AREs estos ultimos afios es el uso de sensores
electroquimicos. Los principales motivos son la simpleza y el bajo coste de los
métodos en electroquimicos en el andlisis y deteccion de proteinas (PaleCek et
al., 2015). Ademas, los puntos fuertes de los sensores electroquimicos son su
rapida respuesta, la automatizacion, el bajo volumen de muestra requerido, y la
posibilidad de ser portatil por su pequefio tamafio general (Bahadir & Sezgintiirk,
2015). El mayor problema de los sensores electroquimicos es la baja selectividad
y sensibilidad respecto al analito objetivo (Furst et al., 2014). Sin embargo, en
los ultimos afios grandes esfuerzos se estan realizando en la mejora de estos

aspectos.

Hassanain et al. disefio un sensor basado en la modificacion de la estructura de
rEPO para su deteccion directa sin marcaje (label-free) (Hassanain et al., 2018).
Primeramente, rEPO es extraido de las muestras de sangre mediante perlas
magnéticas especificas. Posteriormente se redujeron electroquimicamente por
cronoamperometria sus puentes disulfuro, permitiendo la unién espontanea de
la EPO recombinante reducida con un electrodo de oro nanoestructurado por la
formacion de puentes de oro y sulfuro. Usando una técnica de voltamperometria,
se separ0 la proteina de la superficie del electrodo para la cuantificacion
electroquimica. La cantidad de corriente necesaria utilizada es proporcional a la
concentracion de rEPO (Figura 3). Sin embargo, este método no es capaz de

discriminar entre las diferentes isoformas de rEPO.
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Figura 3. Representacion esquematica del proceso deteccion de rEPO por biosensor electroquimico. La
reduccion de rEPO permite su unién con el biosensor de nanoparticulas de oro. La cantidad de uso de
corriente necesaria para la total separacion entre la rEPO y las nanoparticulas de oro es proporcional a su
concentracion. Imagen obtenida de Hassanain, W. A., Sivanesan, A., Izake, E. L., & Ayoko, G. A. (2018).
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An electrochemical biosensor for the rapid detection of erythropoietin in blood. Talanta, 189, 636-640.
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Diferentes estudios han utilizado esta misma técnica de voltamperometria,
variando la forma de captura y reconocimiento de rEPO. Peng et al., disefié un
biosensor electroquimico de nanoparticulas de oro, tubos de nano carbono y un
electrodo de carbdn vitreo capaz de medir la concentracion de rEPO en muestras
de sangre de ciclistas (Peng et al., 2022). Se obtuvo una gran mejora del limite
de detecciéon (1ng/l), siendo capaz de detectar especificamente la isoforma de
rEPO. Recientemente, el mismo método fue aplicado usando nanoparticulas de
Fe203-NiO y oxido de grafeno en el electrodo de carbdén vitreo, disminuyendo el
limite de deteccién a 0,03ng/L (Jin et al., 2023)

Otra alternativa de disefio de sensores para la deteccién label-free de rEPO son
los sensores basados en un polimero impreso molecularmente(Nadim et al.,
2021). Se trata de un sensor de flujo de iones potenciométrico especifico de
rEPO, siendo utilizado en la deteccién de rEPO en diferentes formulaciones

biofarmacéuticas, con un limite de deteccion de 6,50 ng/mL.

Ademas de sensores electroquimicos, también han sido disefiados y analizados
sensores oOpticos para la deteccién de rEPO. El sensor Optico disefiado por
Gholami et al. se focaliza en la rapidez de la deteccidén en base a la corta ventana
de rEPO en sangre (Gholami, Theiss, et al., 2020). La base del método consiste
en la extraccion de rEPO en la muestra de sangre mediante un chip extractor
especifico para la posterior conversion de rEPO en biotiol. El biotiol reacciona
con un producto acuoso especifico descomponiéndose rapidamente lo que
provoca un rapido cambio en el color del sensor de azul a rosa. Este color rosa
es finalmente cuantificado por Espectroscopia UV-Vis, siendo proporcional a la

concentracion de rEPO con un limite de deteccion de 34 ng/L.

5.5. Surface enhanced Raman spectroscopy (SERS)
Debido a la dificultad de los métodos electroquimicos para diferenciar entre las

diferentes isoformas de EPO, una de las alternativas propuestas es el uso de
Surface enhanced Raman spectroscopy (SERS), un método analitico muy
potente que puede utilizarse para la deteccion de proteinas de forma
ultrasensible (Gholami, Sonar, et al., 2020). Diferentes estudios han sido
publicados en la aplicacion de SERS para la deteccion de rEPO por su marcaje
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diferencial, como por ejemplo mediante el uso de nanoparticulas de oro (Selbes
et al., 2016).

SERS puede ser utilizado en un protocolo label-free, logrando obtener
informacion estructural de la molécula en muestras bioldgicas sin la necesidad
de usar marcadores en muestras biologicas (Zheng et al., 2018). Uno de los
estudios label-free SERS para la deteccion de rEPO se basa en la modificaciéon
de la estructura del puente disulfuro. Al modificarla rEPO puede adsorber
guimicamente las particulas en un sustrato especifico detectable por SERS. Las
determinadas bandas de Raman obtenidas en los espectros permiten diferenciar
entre EPO y rEPO, ademas de cuantificar la concentracion en un minimo de 0,5

pMy 0,1 pM, respectivamente (Figura 4) (Hassanain et al., 2022).
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Figura 4. Representacion esquematica de la extraccion de las isoformas de EPO mediante el chip extractor
de lectina y la representacion y deteccion de rEPO por SERS. Figura extraida de Hassanain, W. A., Theiss,
F. L., & Izake, E. L. (2022). Label-free identification of Erythropoietin isoforms by surface enhanced Raman
spectroscopy. Talanta, 236, 122879.
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6. Métodos de deteccion indirectos
6.1. Pasaporte bioldgico del atleta
El pasaporte biolégico atleta (PBA) es un programa implementado por la Unién

Internacional de Ciclismo en 2008 e integrado por la WADA en 2009, basado en
la monitorizacién de biomarcadores y variables bioquimicas durante el tiempo.
El principio del control de los diferentes parametros bioldgicos es la posibilidad

de observar de una forma mas indirecta posibles efectos producido por el dopaje.

El programa del PBA este compuesto de 3 mdodulos: hematolégico, esteroideo,
y endocrinologico. Los 2 primeros, tanto el hematolégico como el esteroideo, ya
se han implementado y puesto en uso, siendo el primero integrado en 2009 y el
segundo, en 2014. Por otra parte, el médulo endocrinolégico esta aun siendo

estudiado y desarrollado para ser operativo en algun futuro (Sottas et al., 2011).
Médulo hematologico

El médulo de interés de este trabajo se centra en el médulo hematolégico. El
objetivo de este modulo es la deteccidn de forma indirecta del uso de sustancias
y/o métodos dopantes que aumentan y mejoran el transporte de oxigeno a los
musculos, incluyendo las isoformas de rEPO u otros AREs. Esta identificacion y
deteccion se basa en la recoleccion de datos de diferentes biomarcadores y
variables sanguineas a lo largo del tiempo. Entre estas variables se encuentran
los hematocritos, la hemoglobina (Hb), la fraccién de reticulocitos inmaduros, las
plaguetas o el nUmero y porcentaje de glébulos rojos, reticulocitos o los glébulos
blancos (leucocitos) (Vernec, 2014). Ademas del estudio de los parametros de
estos marcadores sanguineos, el modelo hematolégico considera también el
Abnormal Blood Profile Score (ABPS). EL ABPS es un marcador
multiparamétrico basado en hasta 12 marcadores biolégicos sanguineos

diferentes que pueden ser afectados por el uso de rEPO (Borng et al., 2010).

El funcionamiento del PBA se basa en la realizacién de unas primeras pruebas
iniciales sanguineos del atleta durante un tiempo para compilar un perfil de
pardmetros sanguineos personalizado. El perfil con los valores obtenidos es
asignado como “normal” para el atleta, mediante un método de network
Bayesiano (M. Saugy et al., 2014; Sottas et al., 2011). Entre esos parametros se

encuentra el OFF Score, una combinacion del nivel de hemoglobina con el
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porcentaje de reticulocitos, el cual varia entre individuos, género y otros factores
externos. Si se detectan valores anormales y atipicos en el OFF Score o en otros
parametros respecto al perfil normal, un comité de expertos realiza una
valoracion para determinar si es un posible caso de dopaje o bien es debido a
otro posible factor (Figura 6) ((WADA, 2023).
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Figura 6. Perfil sanguineo de un atleta con el seguimiento de los diferentes biomarcadores, este caso
hemoglobina, porcentaje de reticulocitos, OFF score y abnormal blood profile score (ABPS) (captura del
Athlete Biological Passport software system). Las lineas azules representan los valores obtenidos del atleta
al medir cada biomarcador. El eje horizontal representa el nimero de muestra analizada y el eje vertical, el
valor obtenido de la variable analizada. Las lineas rojas representan los limites maximos y minimos
predecibles debidos a la variacion natural individual calculados por el algoritmo del software. La deteccién
de un valor por fuera de estos determinados limites sugiere una anormalidad. Imagen obtenida de
Schumacher Y. O. (2014). The athlete biological passport: haematology in sports. The Lancet.
Haematology, 1(1), e8—e10.

Para analizar y cuantificar los biomarcadores sanguineos del PBA, el actual
método acreditado por la WADA se basa en el analisis de sangre por citometria
de flujo. Este andlisis se realiza mediante los instrumentos Sysmex series XN,
implementados recientemente y mejorando las series previas XE y XT(Equey et
al., 2022). Uno de los mayores esfuerzos que se estan realizando en el PBA es
en la estandarizacion y optimizacion de esta nueva metodologia, principalmente

en el andlisis y medida de los reticulocitos. Los reticulocitos, normalmente
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representados como la fracciébn de reticulocitos inmaduros, es uno de los
biomarcadores sanguineos mas sensibles en el aumento de eritropoyesis,
pudiendo ser clave en la deteccion de la administracion de EPO exdgena u otros
AEEs (Sottas et al., 2011).

Recientemente, Miller et al realizé un estudio placebo-controlado basado en la
administracion de epoetina alfa, inicialmente a dosis altas para potenciar la Hb y
posteriormente micro dosis intravenosas para mantener elevada la Hb (Miller et
al., 2022). El médulo hematoldgico del PBA solo reporté y remarcé como
sospechosas el 24% de las muestras recolectadas a lo largo del estudio a
individuos a los que se administré rEPO. Estos resultados destacan la necesidad
y relevancia de buscar vias y enfoques complementarios en el PBA y el

antidopaje.

Con el objetivo de obtener un método analitico mas fiable y veraz en la deteccién
de AEEs en el PBA, diferentes estudios han analizado y discutido la
cuantificacion de reticulocitos mediante la actual citometria de flujo y diferentes
estrategias de marcaje y deteccion por fluorescencia sencilla o multiple han sido

propuestas (Equey et al., 2022; Jeppesen et al., 2021).

Por otro lado, se han observado que los parametros hematologicos pueden ser
modificados y alterados por diferentes factores externos. Los principales factores
de confusion observados son la exposicion a la altitud, hiperhidratacion o
deshidratacion, alta actividad fisica, hipoxia crénica o incluso el uso de otras
sustancias dopantes como los esteroides anabdlicos esteroideos (Astolfi et al.,
2021; Coffman et al., 2020; Heiland et al., 2023; J. J. Saugy et al., 2022).

La via mas investigada y retadora es la busqueda de nuevos biomarcadores
capaces de permitir la discriminacion y deteccién del uso de sustancias o
métodos dopantes. Debido al criterio tan estricto en la inclusion de
biomarcadores en el seguimiento longitudinal del atleta, actualmente se
disponen de muy pocos biomarcadores y variables capaces de ser estudiadas e
interpretadas a lo largo del tiempo establemente. La mayoria de posibles
marcadores estan relacionadas con el metabolismo del hierro, clave en el

transporte del oxigeno por los glébulos rojos (Robinson et al., 2017).
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6.2. Proteinas relacionadas con el metabolismo del hierro
La eritropoyesis y produccion de globulos rojos se encuentra muy unida al

metabolismo de hierro. Esto se debido a que el hierro es un elemento esencial
para la sintesis de hemoglobina, la proliferacion de los eritrocitos y el propio
transporte de oxigeno (Weiss et al., 1997). Por tanto, la administracion y uso de
rEPO u otros AREs afecten a diferentes moléculas y variables relacionadas con

el hierro y su metabolismo.
Transferrinay ferritina

La transferrina (Tf), junto a la ferritina, son las principales proteinas involucradas
en el metabolismo del hierro. La transferrina es responsable de su transportacion
en sangre, mientras que la ferritina se encarga de su almacenaje intracelular.
Cuando los eritroblastos, células precursoras de los eritrocitos, necesitan captar
hierro para sintetizar la hemoglobina, lo realizan a través del receptor de
transferrina (RTf). De esta forma, la cantidad total de la forma soluble de RTf en
sangre (sRTf) refleja y representa el nivel de actividad de eritropoyesis del
organismo. La administracion de rEPO u otro ARE provoca un aumento de los
niveles de sRTf en sangre al activar la proteina de respuesta al hierro (IRP-1)
(Salamin et al., 2016).

El efecto contrario ocurre con la ferritina, donde al administrar rEPO los niveles
de ferritina en sangre disminuyen, por lo que la monitorizacion y seguimiento de
estos dos parametros pueden ayudar a la deteccion e identificacion del uso de
rEPO y AEEs (Onuma et al., 2015; Salamin et al., 2016).

Hepcidinay eritroferrona

Mas alla de estas dos proteinas, nuevas proteinas relacionadas con el hierro han
sido estudiadas como posibles biomarcadores recientemente. Estas proteinas
son la eritroferrona y la hepcidina, dos proteinas claves en la regulacién del hierro
y su disponibilidad, sensibles y alteradas por la actividad eritropoyética (Kautz et
al., 2014; Park et al., 2001).

La hepcidina disminuye y limita la disponibilidad y absorcion del hierro, ademas
de su recirculacion en sangre (Camaschella et al., 2020). Durante la

eritropoyesis, debido a la necesidad de captacion de hierro, la secrecion y
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sintesis de hepcidina en el higado es disminuida drasticamente (Figura 7) (Liu et
al., 2012). Por otro lado, la eritroferrona suprime la expresion de hepcidina,
aumentando el nivel de hierro y su disponibilidad para los eritroblastos (Arezes
et al., 2018). Al contrario que la hepcidina, al estimularse la eritropoyesis, se

produce un aumento de los niveles de eritroferrona (Figura 7) (Kautz et al., 2014).
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Figura 7. Regulacion de los niveles de eritroferrona y hepcidina durante actividad eritropoyética. El aumento

de EPO de forma endégena o exdégena promueve la eritropoyesis, necesitando de la captacionde Fe para
la formacion de la hemoglobina de los glébulos rojos. Para aumentar los niveles de Fe disponibles, los
niveles de eritroferrona aumentan inhibiendo la hepcidina.RBC: red blood cells (glébulos rojos); ERFE:
eritroferrona. Imagen adaptada de Ganz T. (2019). Erythropoietic regulators of iron metabolism. Free radical
biology & medicine, 133, 69-74.

' HEPCIDIN

Honda et al., observd en un estudio con pacientes con hemodlisis que la
administracion de rEPO disminuia los niveles de hepcidina en hasta un 90% 24
horas después de su administraciéon (Honda et al., 2016; Onuma et al., 2015).
Por otro lado, esta administracion de rEPO, aumentaba los niveles de

eritroferrona significativamente (Honda et al., 2016; Robach et al., 2021).

A partir de estos resultados, diversos nuevos estudios han sido publicados,
analizando en profundidad la variacién de hepcidina y eritroferrona durante la
administracion de rEPO y siendo propuestos como potenciales biomarcadores
(Breenfeldt Andersen et al., 2022; Leuenberger et al., 2017; Ramirez Cuevas et
al., 2020).

6.3. Transcriptomica
El uso de sustancias dopantes, al afectar el metabolismo u otros parametros

celulares, puede afectar la expresion de RNA. Por ello, diferentes estudios se

han enfocado en la blusqueda e identificacion de genes con un cambio
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significativo de su expresion debido al uso de EPO recombinante, obteniéndose
un gran nombre de mRNA con un patron caracteristico y alterado (Wang et al.,
2017).

De todos los genes identificados como potenciales biomarcadores de RNA,
destacan la anhidrasa carbonica 1 (CAl), solute carrier family 4 member 1
(SLC4A1) y 5'aminolevulinato sintasa 2 (ALAS2) como candidatos para la
detecciéon de rEPO. Estos 3 genes y sus transcritos fueron monitorizados tras la
administracion de rEPO, observandose un gran aumento de la expresion de los
MmRNAs (Salamin et al, 2019). Especificamente, ALAS2 aumenta
significativamente con dosis terapéuticas de rEPO, pese a las variaciones intra-
e interpersonales, independientemente de otros factores externos como la
hipoxia o la altitud, a diferencia de los otros dos. Su analisis, tanto del RNA
circular como lineal es una via de investigacion de mucho interés como potencial

biomarcador en el contexto del antidopaje (Loria et al., 2022).

Wang et al, estudi6 la expresién génica y los perfiles transcriptbmicos de 18
personas deportistas al administrarse rEPO durante 4 semanas (Wang et al.,
2021). Utilizando 4 plataformas analiticas para el estudio de los resultados
génicos obtenidos, se obtuvieron 119 genes destacados con una expresion
diferencial y potencialmente relevante en la deteccion de rEPO. La mayoria de
los genes se encuentran involucrados en la biosintesis y catabolismo del grupo

hemo y del intercambio oxigeno-carbono en los eritrocitos.

Por otro lado, los miRNA también han sido objeto de estudio, especialmente el
miR-144, muy vinculado con la eritropoyesis. Los niveles de miR-144 son
incrementados con el aumento de rEPO en sangre en pacientes con
enfermedades renales (Gasparello et al., 2019; Leuenberger & Saugy, 2015).
Un gran amplio nombre de miRNA estan siendo estudiados y analizados en el
estudio de rEPO y otros AREs, con el objetivo de encontrar potenciales
biomarcadores (Gasparello et al., 2019; Haile et al., 2019; Marchand et al., 2019).
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7. Discusion
En la Ultima década se ha realizado un gran avance en la optimizacion y mejora

de los métodos electroforéticos utilizados para la deteccion de la administracion
de micro dosis de rEPO en atletas. La implementacion de la biotinacion de los
anticuerpos AE7E5, junto al desarrollo de nuevos protocolos de
inmunopurificacién, ha permitido un aumento en la sensibilidad y selectividad de
la deteccion de rEPO, ademas de disminuir coste y tiempo (Martin et al., 2021,
Reichel et al., 2023).

Si bien se ha producido un aumento de la ventana de deteccion de
administracion de micro dosis de rEPO, el alto coste y tiempo que requieren las
técnicas electroforéticas limita la frecuencia de andlisis y un control exhaustivo
del uso de rEPO a lo largo del afio. Este punto es clave debido a que el aumento
aerobico que proporciona la rEPO no es de efecto inmediato precompeticion,
sino que es producido en el largo término por su continua administracion y

acumulacion (Breenfeldt Andersen et al., 2023; Haider et al., 2020).

EPO WGA MAIIA, entre los diferentes métodos alternativos, es la opcion actual
mas factible y viable de ser incluida a corto-medio plazo como método analitico
complementario. Las principales razones son su rapidez y sencillez, capaz de
realizar un analisis rapido de un conjunto de 15 muestras en una hora
(Mgrkeberg et al., 2014). Ademas, ha sido analizado y comparado de forma
conjunta con los métodos electroforéticos (no optimizados), obteniéndose una

gran sensibilidad, pese a que su ventana de deteccion es un punto por mejorar.

Métodos analiticos como LC-MS o SERS, ademas de ser costosos, lentos y
laboriosos, tienen unos limites de deteccion muy altos, necesitando de mejores
procesos de preparacion y purificacion de la muestra, sobre todo para la

diferenciacion eficaz entre EPO enddgena y rEPO.

Por otro lado, pese a también presentar un limite de deteccion mayor a los
métodos de referencia actuales, los sensores electroquimicos mas avanzados y
Western capillary electrophoresis system son dos tipos de modelos de deteccion
con potencial como pruebas iniciales de screening. Los principales puntos a favor

son el bajo coste y rapidez del primero, y la completa automatizacion del
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segundo. Sin embargo, por ahora es mas fiable el uso de kit ELISA por la

reproducibilidad (Desharnais et al., 2018; Hassanain et al., 2018).

El médulo hematolégico PBA es probablemente el método con mayor potencial
en la deteccidn de micro dosis de rEPO, debido al control y seguimiento continuo
del atleta, tanto fuera de competicion como durante. Sin embargo, los pobres
resultados obtenidos recientemente sefialan la necesidad de implementaciones

y mejoras.

La Tabla 1 resume de forma sencilla y esquematica los principales puntos fuertes
y débiles de cada tipo de método. Debido a que son estudios no estandarizados
entre ellos, donde se han utilizado y analizado diferentes materiales de referencia
y variables (diferente isoforma de rEPO y diferentes matrices biolégicas, estudio
de la ventana de deteccion...), es una tabla orientativa sobre las caracteristicas

mas destacables y los factores limitantes de cada técnica.

Tabla 1. Comparacion de los diferentes métodos de deteccion directos de rEPO vigentes y en desarrollo
con sus caracteristicas mas notables y sus principales limitaciones. Verde: representa un punto fuerte y
destacable; Amarillo: representa un nivel intermedio, con capacidad de mejora, pero no limitante; Naranja:
representa un factor limitante y necesidad de mejora. (***): indica nivel/valor alto; (**): indica nivel/valor
intermedio; (*): indica nivellvalor alto. (-): falta de informacién/datos en el estudio

Método Sensibi | Ventana de | Coste Tiempo Dificultad- | Reprodu Referencia
lidad deteccion necesario requerimie | cibilidad
ntos
técnicos
(Martin et al.,
IEF-PAGE *%* *% *kk Kk * *kk . 2021)
(Reichel et al.,
2023)
(Martin et al.,
SDS-/SAR- *kk *kk *%k *kk * *kk . 2021)
PAGE (Reichel et al.,
2023)
(Dehnes et al.,
EPO WGA a0, o > " " a0, 2013)
MAIIA (Mgrkeberg et
al., 2014)
nanolLC- o ey o, e o (Seoetal.,
HRMS - 2023)
WCES o o o o o (Desharnais et
al., 2018)
Sensor -
electroqui o o o oy o (Hassanain et
mico al., 2018)
Sensor (Gholami,
optico oo " o oo oo Theiss, et al.,
- 2020)
(Hassanain et
SERS a0, 2 " ooy a0, al., 2022)
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8. Perspectivas de futuro
Métodos alternativos

Los métodos electroforéticos actuales necesitan de una continua optimizacion,
sobre todo para la reduccién de costes y tiempo. Respecto a los métodos
alternativos directos, es importante continuar el desarrollo de métodos rapidos y
poco costosos como son el EPO WGA MAIIA, sensores electroquimicos o
incluso SERS. El principal objetivo es su uso como ITP. De forma que los
métodos electroforéticos sean solo necesarios como CP. Sin embargo, se
necesitan estudios mas detallados y estandarizados respecto a su deteccion de
micro dosis de rEPO en atletas o pacientes, sobre todo enfocados en su

sensibilidad, reproducibilidad y ventana de deteccion.
Matrices biologicas

Otra de las vias de mejora para el aumento de pruebas antidopaje durante el afio
es el uso de matrices biolégicas mas sencillas y comodas como son los Dried
Blood Spots (DBSs). Los DBSs son una prueba de sangre seca que solo requiere
de unas pequefias gotas de sangre, normalmente por un pinchazo en el dedo,
siendo aplicadas a un tipo especial de soporte absorbente como es el papel.
(WADA, 2021).

Los DBSs han sido estudiados como matriz para la deteccién de un gran nombre
de sustancias dopantes, entre ellas la rEPO. (Reverter-Branchat et al., 2018.
Recientemente Heiland et al. con Unicamente 60 L de DBSs, consiguio detectar
los 4 AREs principales por SAR-PAGE con limites de detecciéon decentes
teniendo en cuenta el volumen de muestra, y sin ningun problema de estabilidad

de los analitos durante el proceso (Heiland et al., 2022).

En 2021 la WADA aprob¢ el analisis de DBSs, siendo aplicado por primera vez
en los juegos de invierno de Beijing (WADA, 2021). Por tanto, su uso cémo
matriz complementaria de la orina supondria una gran mejora en todo el proceso

logistico y analitico involucrado en el manejo de muestras sanguineas.
Desarrollo del PBA

Respecto al médulo hematoldgico del PBA, nuevas variables hematoldgicas y

biomarcadores fiables son necesarios para un seguimiento y control mas
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preciso. Tal y como se ha mencionado, una potencial opcién son las proteinas
relacionadas con el metabolismo del hierro entre las cuales destacan la
transferrina y la ferritina, junto a la hepcidina y eritroferrona. La monitorizacion
de biomarcadores de mMRNA o miRNA con una gran sensibilidad a cambios

eritropoyéticos son otra via de investigacion a largo plazo.

Tal y como se ha comentado, una recoleccion, transporte y almacenaje de las
muestras eficaz, barato y sencillo es muy importante debido a la gran cantidad
de andlisis que requiere el PBA durante el afio. Ademas de DBSs, la recoleccion
de sangre capilar utilizando un dispositivo micro volumétrico ha sido propuesta
como posible matriz (Goodrum et al., 2022). Estas alternativas podrian mejorar
la actual recoleccion de muestras de sangre convencional por extraccion venosa,
la cual puede llegar a ser cara, invasiva e incOmoda tanto en su recoleccion como

en su transporte y analisis.

Por otro lado, la aplicacion de inteligencia artificial para el analisis y
procesamiento de datos ha sido sujeto de estudio durante los ultimos afios en el
antidopaje(Manfredini et al., 2011; Montagna & Hopker, 2018). Su uso podria ser
una gran oportunidad de futuro en el seguimiento del médulo hematoldgico del
PBA (Hopker et al., 2020; Rahman et al., 2022).

Nuevas sustancias y métodos dopantes

Nuevos AEEs son sintetizados y disefiados cada afio por las farmacéuticas para
ser ensayados y probados en el tratamiento de la anemia, pudiendo ser utilizadas
con objetivos dopantes. Un ejemplo son el Luspatercept y Sotatercept, los cuales
han sido incluidos en la lista de sustancias prohibidas de la WADA
recientemente. Estas dos sustancias sintéticas son capaces de actuar
sinérgicamente con rEPO, potenciando la estimulacion de eritrocitos con una
menor dosis de rEPO (Desharnais & Naud, 2022; Marchand et al., 2022).

El avance en la manipulacion del ADN ha abierto puertas en la terapia génica.
Diferentes estudios han investigado el uso de terapia génica del gen Epo en
pacientes con anemia cronica (Jelkmann & Lundby, 2011). Estas estrategias
podrian ser adoptadas y empleadas en un futuro en practicas dopantes. De

hecho, diferentes métodos de deteccion de dopaje génico de EPO han sido
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propuestos y estudiados para su prevencion(Marchand et al., 2021; Sugasawa
et al., 2021).

En definitiva, el continuo desarrollo de métodos de deteccion es muy importante
no sélo para la deteccion de rEPO sino también por la aparicion de nuevas
metodologias y sustancias dopantes.
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9. Conclusiones
Los métodos actuales tienen una gran sensibilidad y selectividad, pero su corta

ventana de deteccion y el alto coste y tiempo necesario impide un control fiable
y eficaz de la administracién de micro dosis de rEPO a lo largo del afio.

Por otro lado, la mayoria de los métodos alternativos directos presentados, pese
a ser mas rapidos y accesibles, tienen una sensibilidad y selectividad menor, por
lo que se deben continuar desarrollando y optimizando estas técnicas analiticas.
Ademas, nuevos estudios de métodos directos con una misma isoforma de
rEPO, cantidad y administracion, e incluso matriz y sujetos, son necesarios para
una mejor comparacion de parametros y caracteristicas, como la sensibilidad o

la ventana de deteccién, entre otros.

Los métodos indirectos como el PBA tienen un gran potencial en el antidopaje
por micro dosis de rEPO. Sin embargo, continla siendo muy impreciso,
necesitando de nuevos biomarcadores y variables hematolégicas fiables y

certeras.

En conclusion, a pesar del gran nombre de tipos de métodos y sus vias de
desarrollo mencionados en este trabajo, continta habiendo una falta de métodos
precisos y accesibles que permitan un control y seguimiento exhaustivo del uso

de rEPO durante todo el afo.
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