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THE CHEMICAL METROLOGY APPROACH FOR TOXICOLOGICAL ANALYSIS IN HORSERACING: VALIDATION OF AN
ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF CAFFEINE IN BIOLOGICAL MATRICES. This paper proposes an
alternate method to detect forbidden doping substances present in biological matrices of horseracing. The method was fully validated
for caffeine, identified as the most frequent forbidden substance in the analysis conducted by the Antidoping Laboratory of the Brazilian

Jockey Club, which adopts a zero threshold limit according to national and international horseracing practices. The metrological reliability

of the method applied to toxicological analysis in biological matrices is discussed. Although the analytical method proposed for detection
of a zero threshold level of the doping substance is qualitative, it was validated for the determination of the limiting value (also known
as quantification limit value) introducing a criterion that prevents the issuing of incorrect results (“false-positives” and “false-negatives”).
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INTRODUCAO

A confiabilidade laboratorial relacionada a atividade turfistica
tem merecido a atenc@o de estudiosos'™ pelo seu crescente inte-
resse como desporto e pelo impacto econdmico que dela resulta.
Podendo afetar a vida de pessoas e animais, o turfe inter-relacio-
na criadores de cavalos de raga de elevado valor comercial,
apostadores, industriais do ramo, veterindrios, treinadores, todos
que, de uma forma ou outra, dependem de confiabilidade das me-
di¢des e das andlises quimicas que resultam dessa atividade. And-
lises toxicoldgicas, inclusive ensaios “antidoping”, permitem ava-
liar a saide dos animais e a lisura de competi¢des, que também
envolvem aspectos econdmicos e éticos. Se por um lado a aplica-
¢do de drogas especificas a cavalos de corrida pode alterar de
forma surpreendente o seu desempenho, por outro, pode leva-los
a faléncia, colocando em risco nio apenas a vida dos animais mas,
também, a do atleta que o conduz (jéquei)’. Seja pelo aspecto
ético, pela satide dos animais e por aspectos econdmicos envolvi-
dos nas carreiras de cavalo, a confiabilidade metrolégica das me-
dicdes realizadas e a credibilidade dos servigos prestados pelos
laboratérios de joqueis clubes cada vez mais sio levados em con-
sideracdo, tendo em vista constituirem-se em fatores importantes
que ja ndo podem mais ser desprezados. Por esses motivos, a ati-
vidade laboratorial neste segmento tem se constituido em objeto
de estudo e pesquisa, motivando organizacdes internacionais li-
gadas a acreditag@o desta atividade a desenvolver procedimentos
especificos para regulamentd-la®’.

O trabalho de rotina desenvolvido no Laboratério Antidoping
(LAD) do Jockey Club Brasileiro (JCB) consiste no rastreamento
de substancias controladas em matrizes bioldgicas (urina ou san-
gue) de cavalos de corrida, fundamentado em métodos analiticos
qualitativos e/ou quantitativos. Uma vez detectada alguma subs-
tancia dopante na matriz rastreada na etapa de triagem, esta ¢ sub-
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metida aos métodos de confirmacdo visando determinar, quando
aplicdvel, se uma determinada substincia dopante excede limites
de tolerancia (“threshold”) previamente fixados com base em crité-
rios definidos por consenso ou por organizagdes técnico-cientificas
que regulamentam a atividade turfistica. A triagem qualitativa visa
detectar a presenga ou auséncia de substincia proibida nas amos-
tras, enquanto a confirmagio fornece a identificagdo inequivoca da
substancia proibida presente. Aderente ao rigor metroldgico, o de-
safio que se impde € garantir, a luz do equilibrio técnico e econdmi-
co, que a triagem seja realizada com base em amostras investigadas
por métodos confidveis (validados), preferencialmente de aplicacio
simples e de baixo custo e que sejam capazes de produzir resulta-
dos confidveis e em tempo habil. Ou seja, uma triagem de qualida-
de poderd ndo apenas prevenir acidentes mas evitar re-testes desne-
cessdrios e onerosos, desperdicio de tempo e material, retrabalho e
perda de credibilidade. Esse € o preceito filoséfico da metrologia e
da acreditac@o preconizado pelo “International Accreditation Férum”
(IAF): “tested once accepted everywhere”.

No curso da andlise e das boas praticas laboratoriais, se confir-
mada a presenca da substincia dopante na amostra suspeita € entdo
feita uma contraprova. Esta consiste na realizacido das andlises
toxicoldgicas na presenga dos responsdveis pelo animal, acompa-
nhados de um perito sempre que o proprietdrio do animal assim
determinar. Conseqiientemente, se faz mister que os métodos anali-
ticos do laboratério (operando segundo a norma internacional ISO/
IEC 17025% — ja disponivel no Brasil como norma nacional ABNT:
NBR ISO/IEC 17025:2005) sejam validados nos seus parametros
metrolégicos criticos. Esses provéem a base técnica para fundamentar
o monitoramento da atividade e a punic@o dos infratores, conforme
previsto no Cédigo Nacional de Corridas (CNC)’. Esta pratica evita
disputas judiciais e assegura decisdes justas e confidveis, prevenin-
do riscos de vidas humanas e de animais.

No contexto do que se entende por “validacdo de métodos”,
destacam-se pelo menos dois tipos'®!!: validagdo interna (“in-house
validation”) e validacdo completa (“full validation™). No primeiro
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caso, entende-se que a validacdo interna aplica-se tanto ao método
novo oriundo do préprio laboratério (portanto adequado a sua reali-
dade) quanto aquele adotado de outros laboratdrios. J4 no que
concerne ao segundo tipo (validacdo completa), este deve contem-
plar as caracteristicas relevantes de desempenho, seguido da expo-
sicdo do método a participagdo em programa de comparagdo
interlaboratorial supervisionado por um organismo oficial (ou um
provedor acreditado), evidéncia pragmatica da sua aplicabilidade e
da reprodutibilidade dos resultados.

No desempenho da sua prética laboratorial de rotina que segue
normas internacionais, o laboratério antidoping do JCB dispde de
tecnologia e capacitacdo instalada para detectar 121 substincias
proibidas fazendo uso, na etapa de triagem, de oito métodos analiti-
cos. Dentre estes métodos, dois foram desenvolvidos pelo préprio
laboratério, portanto adequados a sua realidade e seis, adaptados
de métodos utilizados em laboratérios congéneres de organizacgdes
turfisticas de outros paises, com os quais mantém programas de
cooperagao.

Considerando que na atividade turfistica, na maioria das situa-
¢des, a tolerancia para as substancias dopantes € zero (“zero
threshold”), ndo se faz necessdrio determinar a sua quantidade, mas
sim a presenga ou auséncia dessas substancias proibidas, o que pode
ser alcangado pela utilizacdo de métodos qualitativos. A despeito
da generalidade de aplicagdo dos métodos universais (aplicaveis a
detecgdo de familias de substincias) entdo utilizados pelo LAD,
métodos especificos validados substancia-a-substancia oferecem
maior confiabilidade metroldgica que aqueles aplicdveis a deteccdo
de mais de uma substincia. Para atender esse propdsito, o presente
trabalho desenvolveu-se segundo duas vertentes de analise: pesquisar
a substancia dopante mais freqiiente na atividade turfistica brasi-
leira e substituir o0 método generalista (universal) tradicionalmente
em uso no laboratdrio, validando-o para esta substancia dopante
mais freqiiente (identificada neste trabalho), assim contribuindo para
a melhoria da confiabilidade dos resultados de ensaios analiticos
emitidos pelo LAD/JCB.

A despeito de os métodos universais serem comumente utiliza-
dos para detecgdo de familias de substancias proibidas, a experién-
cia mostra que métodos especificos tendem a oferecer maior
confiabilidade metroldgica jd que sdo validados substincia-a-subs-
tancia. O presente trabalho encontrou motivacdo nessa assertiva,
assim se direcionado para o desenvolvimento de um método especi-
alizado para detecgdo de cafeina em matrizes bioldgicas de cavalos
de corrida. Dentre as alternativas possiveis, ao invés de se desen-
volver um método absolutamente genuino, optou-se por adequar o
Methode Alcalins Sur C18 anteriormente referenciado como o mé-
todo de rotina para deteccdo da substancia proibida cafeina. Deno-
minado ALCAC-18, o método alternativo proposto enquadra-se den-
tro de um padrdo de confiabilidade mais rigoroso (discutido neste
trabalho) e, naturalmente, adequado a realidade laboratorial e ins-
trumental do LAD/JCB, ja que se enquadra na categoria acima des-
crita de “in-house validated method”. Dentre outras vantagens
comparativas, o método especializado proposto faz uso de volumes
mais reduzidos da matriz biolégica, possibilitando, assim, redugio
de substancias interferentes, melhor aproveitamento da amostra na
etapa de extracdo, rotinas simplificadas de dilui¢do e menores tem-
pos de centrifugagao.

SUBSTANCIAS PROIBIDAS NA ATIVIDADE
TURFISTICA BRASILEIRA

Pesquisa documental no acervo dos certificados e relatérios de
ensaios emitidos pelo LAD/JCB no perfodo 1996-2005 permitiu
diagnosticar as substancias proibidas mais freqiientes na sua ativi-
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dade laboratorial. Pesquisa essa que também reflete as substincias
dopantes na atividade turfistica brasileira, ja que o laboratdrio atende
ampla demanda nacional. Os resultados das 50.394 anilises reali-
zadas nesse periodo encontram-se resumidos na Tabela 1, que
explicita 17 das 121 substancias proibidas passiveis de deteccio
por 3 dos 8 métodos analiticos generalistas em uso no laboratério.
Essas sdo as 17 substincias proibidas mais freqiientes que foram
identificadas pelo LAD, que faz uso da técnica da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os resulta-
dos da pesquisa documental evidenciam que, para o periodo estu-
dado e para as técnicas disponiveis, dentre o amplo espectro de
substancias dopantes usualmente pesquisadas, as substancias “ca-
feina” e “flunixina” mostraram-se, nesta ordem, ser as substincias
proibidas mais freqiientes nos ensaios antidoping associados a ati-
vidade turfistica assistida pelo LAD/JCB.

Os resultados acima confirmam uma expressiva ampliagcdo da
capacidade interna de prestagdo de servicos do LAD/JCB. Cabe
entretanto enfatizar que o aumento da incidéncia de casos de
dopagem ndo deve ser explicado pela introdugio de novos medica-
mentos — e, por conseguinte, por novos agentes dopantes — utiliza-
dos no tratamento fisico dos animais jd que estes, quando em trata-
mento, ndo estdo habilitados a competir.

A pesquisa objetivou adaptar o método Alcalins sur C18 — entdo
em utilizacdo no LAD/JCB como método generalista e caracteriza-
do a seguir, ajustando-o a realidade do laboratério e validando-o
para a deteccdo de “cafefna”, ja que esta sempre se fez presente em
todo o histérico de andlises realizadas. A validacdo de um método
para detecgdo de “flunixina” (detectada pelo laboratério somente a
partir de 2002) constitui objeto de outro trabalho atualmente em
desenvolvimento. O método analitico proposto para detecg¢do de
“cafeina” derivou de um método generalista a seguir caracterizado.

DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

O Methode Alcalins Sur C18 — método generalista cedido ao
LAD/JCB pelo laboratério francés LAB-Controle Antidopage no
ambito de um acordo de colaboracdo técnico-cientifica vigente des-
de 1997 — foi utilizado como base (método fonte) para o desenvol-
vimento do método alternativo proposto. Embora sem o respaldo
de um processo estruturado de validacdo, esse método analitico
vinha sendo utilizado para a determinagdo de 39 substancias
dopantes (inclusive cafeina), excretadas na forma livre na matriz
bioldgica de cavalos de corrida. O método estrutura-se em duas
etapas: extracdo em fase solida das amostras em meio alcalino e
andlise do extrato obtido por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)'%. A etapa de extragdo, por
sua vez, realiza-se em duas fases: preparagdo e ajuste do valor do
pH da amostra de fluido bioldgico e extragdo propriamente dita
das substancias em fase sélida.

Preparo das amostras

Com o objetivo precipuo de assegurar material biolégico
sabidamente isento de qualquer substincia proibida, o LAD/JCB
dispde, mantém e controla, como parte de seu ativo patrimonial,
cavalos puro-sangue inglés para produzir material biolégico para
fins de pesquisa e desenvolvimento de material de referéncia.

Sob criterioso controle metroldgico, o preparo in loco das amos-
tras permite o desenvolvimento dos seguintes padrdes de referéncia:
“controle negativo”, urina coletada de um pool de cavalos de referén-
cia (também denominada “branco de urina”); “solucio estoque de
cafefna”, preparada na concentragdo de 10 pug/mL pela dilui¢do de
cafefna (com grau de pureza superior a 99,9%, produzido pela Sigma
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Tabela 1. Substincias proibidas identificadas na atividade turfistica brasileira pelo LAD/JCB, 1996-2005

Ano 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Numero Numero Numero Numero Numero Nuimero Numero Numero Numero Numero
total de total de total de  total de total de total de total de total de total de total de
ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:  ensaios:

Substancias 2.643 4.891 4.649 5.492 5.709 5.151 5.490 5.746 5.452 5.171

Cafeina 3 3 11 8 6 4 10 4 6 4

Lidocaina 1 1 1 Aus Aus 2 3 3 Aus 5

Procaina Aus * 2 2 Aus Aus Aus 1 Aus Aus Aus

Mefentermina Aus 1 Aus Aus Aus Aus Aus Aus Aus Aus

Furosemida Aus 1 1 Aus 1 1 Aus Aus Aus Aus

Fenbutazona Aus 1 1 Aus Aus Aus 3 2 1 1

Isoxsuprina Aus 1 Aus 1 1 Aus Aus Aus Aus 1

Dexametasona Aus Aus Aus Aus 1 Aus Aus Aus Aus Aus

Oxyfenbutazona Aus Aus Aus 2 5 4 1 5 3 2

Dipirona Aus Aus Aus Aus 1 1 2 Aus 1 2

Nimesulide Aus Aus Aus Aus 1 Aus Aus Aus Aus Aus

Clembuterol Aus Aus Aus Aus Aus Aus 2 Aus 1 4

Diclofenaco Aus Aus Aus Aus Aus Aus 1 2 1 1

Celecoxibe MI** MI MI MI Aus Aus 1 Aus Aus Aus

Flunixina Aus Aus Aus Aus Aus Aus 12 10 17 2

Teobromina Aus Aus Aus Aus Aus Aus 2 Aus 1 Aus

Teofilina Aus Aus Aus Aus Aus Aus 1 Aus 1 Aus

Casos positivos 4 10 16 11 16 12 39 26 32 22

*Aus: Ausente; **MI: Método Inexistente

Chemical Co., USA) em solvente metanol (comercializado pela Tedia
Brazil Produtos para Laboratdrios Ltda.); “controle positivo™; repeti-
¢oes da andlise de 6 mL de amostras de branco de urina, fortificadas
pela adicao de aliquotas da solucdo estoque de cafefna, disponibi-
lizando “padrdes de controle” em sete concentracdes (4, 6, 8 10, 12,
18 e 24 ng/mL) e, “padrdo interno”, solu¢do metandlica de diazepam
(Sigma Chemical Co., USA) preparado na concentracdo de 10 pg/mL
e utilizada para monitoramento do processo analitico, inerente a téc-
nica cléssica de padronizacio interna.

Pela adig¢do do “padrdo interno” de diazepam nas urinas
fortificadas com cafeina (“‘controle positivo”), preparada nas 7 con-
centracdes indicadas, foram produzidas 174 amostras para extracio
em fase sélida e andlise por CG-EM. A concentracéio do diazepam
nessas amostras foi de 166 ng/mL (100 pL da solucdo de padrdo
interno na concentracao de 10 pg/mL, em 6 mL de amostra).

Extracio em fase sélida

Considerada etapa critica do processo de andlise para deteccéo
de substancias dopantes, a extracdo em fase solida refere-se ao pré-
tratamento das “amostras de controle” descrito na sessdo anterior a
serem submetidas a CG-EM.

A partir das dilui¢des das 174 “amostras de controle positivo” e
de uma amostra de “controle negativo” (6 mL de “branco de urina”)
em 3 mL de dgua ultra-pura de grau reagente tipo 1 (sistema de
purificacdo Milli-Q Plus), finalmente foi possivel dar seqiiéncia ao
processo de extragdo em fase sélida, seguindo a rotina a seguir ca-
racterizada: processo de precipitagdo de proteina (“salting out”), com
500 mg de sulfato de amdnia por 10 min; ajuste de pH entre 9,4-9.,8,
pela adicdo de solugdo de hidréxido de amdnio 10,80 mol L';
centrifugacdo a 4000 rpm, durante 20 min; condicionamento dos
cartuchos de extracdo em fase solida (C18HF, Varian Incorporated,
USA) com 3 mL de metanol, seguidos de 3 mL de dgua ultra-pura de
grau reagente tipo 1; transferéncia de 9 mL do sobrenadante oriundo

da centrifugagio das amostras para os cartuchos; lavagem dos cartu-
chos com 3 mL da dgua tipo 1, secados por 3 min, processo repetido
com 6 mL de hexano, secados por 2 min e eluidos com 6 mL de
cloroférmio. Ainda como parte da rotina, os eluatos foram recolhi-
dos e transferidos para cdpsulas de evaporagio a temperatura ambi-
ente, processo usualmente conduzido a noite para se evitar a inter-
rupgio do processo. Em conformidade a prética laboratorial corren-
te, os residuos da evaporacdo foram retomados com 400 pL de
diclorometano e transferidos para “inserts” em frascos de injecdo
(“vials”), quando foram novamente evaporados a temperatura ambi-
ente e os residuos resultantes ressuspendidos com 50 pL de acetato
de etila, assim concluindo o processo de extracdo. Processo esse
realizado em capelas devidamente equipadas com filtros e dispositi-
vos de controle em atendimento a condi¢des de seguranca e de pre-
servacdo ambiental.

Condicées de analise no CG-EM

As andlises foram realizados por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas — sistema HP 5890 Series II Plus,
interfaciado com detector de massas HP 5972 — em coluna capilar
de 0,25 mm de d.i., fase estaciondria de 35% fenilmetilpolisiloxano,
30 m de comprimento e 0,25 um de espessura de filme (ValcoBond,
USA ou equivalente). Foram as seguintes as condi¢des de andlise:
temperaturas do injetor: 280 °C; temperatura da interface: 295 °C;
temperatura inicial do forno da coluna: 60 °C, a qual foram impos-
tas as seguintes taxas de aquecimento: 22 °C/min, até 200°C; 10
°C/min, até 270 °C e 30 °C/min, até 305 °C, permanecendo nessa
temperatura por um periodo de 6 min. Completando as condi¢des
de andlise, a inje¢do de 1 UL de amostra foi no modo Splitless, com
um fluxo de 0,9 mL/min de hélio; a detec¢do realizou-se no modo
de ionizag@o por elétrons (IE), com energia de ionizacdo de 70 eV;
em faixa de varredura de 40 a 550 unidades de massa atdmica
(u.m.a.).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No curso de adequacdo do método alternativo, a sua validagdo se
deu com base nos parametros cldssicos recomendados por organismos
regulatdrios nacionais'®, levando-se em conta as boas praticas interna-
cionalmente aceitas'*. Com base em experimentos-chave e fazendo uso
do aparatus experimental descrito, procedeu-se a completa validagdo
do método analitico — com base em pardmetros criticos convencionais
— para detecc@o do agente dopante cafefna presente nas amostras “‘con-
trole positivo”. Conforme a Figura 1, estabeleceu-se o espectro de massas
do analito (cafeina), identificando-se seus fons caracteristicos m/z e as
respectivas relagdes entre os mesmos — entende-se por “relacdo entre
os ions” o quociente (massa/carga) entre as respostas cromatograficas
associadas a quaisquer fons gerados pela detecgdo.
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Figura 1. Espectro de massas da cafeina, indicando as “abunddncias
relativas” (AR) para os fons m/z caracteristicos

O espectro estabelecido para a cafeina foi comparado com da-
dos de referéncia de uma biblioteca especializada mantida pela
“Association of Official Racing Chemists (AORC)”", permitindo
comparar a autenticidade do analito. Nesse espectro foram selecio-
nados trés fons caracteristicos: m/z 194, 109 e 67 — e analisadas as
razdes m/z que resultam da combinagdo de trés dois a dois desses
ifons (m/z 194/109, 194/67, 109/67). Conforme ilustrado na Figura
1, a cada um dos {ons caracteristicos, associam-se, respectivamen-
te, suas abundincias relativas caracteristicas 100, 80 e 44%".

Validacao do método analitico proposto

Conforme enfatizado, o detalhado processo de validagdo se-
guiu recomendagdes de organismos nacionais e internacionais e se
desenvolveu com base nos seguintes oito parametros analiticos:
seletividade; limite de deteccdo; linearidade; exatiddo; precisao
(repetitividade e reprodutibilidade); recuperacdo; robustez e limite
de determinacdo (este dltimo, em particular, ndo comumente con-
siderado por analistas de laboratérios de ensaios “antidoping”).

Cada uma dessas etapas do processo de validagdo requer a utili-
zagdo de amostras preparadas para atender requisitos especificos de
cada parametro. Mais especificamente, no que concerne ao parametro
seletividade, foram utilizadas cinco amostras de branco de urina ex-
traidas dos cavalos-padrdo puro sangue inglés pertencentes ao LAD/
JCB. Ja para os demais pardmetros analiticos, foram realizadas répli-
cas de extragdo de “controle positivo” (urina de branco fortificada),
preparadas em concentragdes que variaram na faixa 4, 6, 8, 10, 12,
18 e 24 ng de cafefna por mL da urina, concentracdes essas que serdo
a seguir especificadas no curso de cada etapa da validagdo.
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Caracterizadas as amostras utilizadas para cada etapa do pro-
cesso de validac@o e observadas as recomendagdes e conceitos de-
finidos pelo Guia Eurachem', a valida¢do propriamente dita foi
caracterizada segundo cada um dos atributos cldssicos.

Cabe aqui esclarecer que, por limitagdo de espago, apenas ex-
tratos relevantes das muitas analises desenvolvidas serdo relatados
nas sessoes de validagdo. O acervo total dos resultados das andlises
realizadas encontra-se documentado em detalhe e devidamente ca-
racterizado em outro trabalho'’.

Confiabilidade metrolégica

O resultado de uma medic@o € uma estimativa do seu valor ver-
dadeiro. Por este motivo, ao se relatar esse resultado, torna-se fun-
damental prover uma indicacdo quantitativa da sua qualidade, ou
seja, associar ao valor medido um intervalo de valores com probabi-
lidade conhecida, dentro do qual o valor verdadeiro se encontra.

Parametro conexo ao resultado de uma medigdo, a incerteza a
ela associada caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser
atribuidos a um mensurando'®, normalmente expresso por um des-
vio padrdo (ou multiplo dele) ou pela metade de um intervalo cor-
respondente a um nivel de confianca previamente estabelecido. Em
conformidade a0 GUM" a “incerteza padrdo” é expressa como um
desvio padrdo, definindo duas categorias distintas: a “incerteza do
Tipo A” (cuja avaliacio se da pela andlise estatistica de séries de
observacdes) e a “incerteza do Tipo B (que ndo tenha sido obtida
através de observagdes repetidas, ou seja, avaliada por julgamento
cientifico, baseando-se em todas as informacdes disponiveis sobre
a possivel variabilidade de X, ). Aplicada ao presente estudo, a in-
certeza “tipo A” € aquela diretamente associada as respostas
cromatograficas, enquanto as incertezas “tipo B” s@o origindrias de
fontes externas. Estas, origindrias de diferentes fontes, podendo estar
associadas aos padrdes de medigao calibrados (pesagem, pipetagem),
materiais de referéncia certificados (cafeina e diazepam de alta
pureza, relatados pelo fabricante) e dados de referéncia obtidos de
normas e manuais técnicos (parimetros de calibracdo e estabilida-
de do cromatdgrafo e da coluna cromatografica).

Na maioria dos casos, a melhor estimativa disponivel do valor
esperado de uma grandeza que varia aleatoriamente e para a qual
observacdes independentes foram obtidas sob as mesmas condi-
¢oes de medicdo, é a média aritmética ¢, cuja variancia experi-
mental das observagdes permite expressar ndo apenas a distribui-
¢do de probabilidade de ¢, dada por:

) 1Y Y’
s (qk)=n_1'2(qk—QJ )

k=1

como, também, o desvio padrdo experimental s(g,), caracterizando
uma dispersdo em torno da média ¢g. Assim, para uma grandeza de
entrada X, determinada por n observagdes repetidas e independen-
tes X, relacionadas pelo funcional Y = (X, X,,..., X)), a incerte-
za padrdo u(x,) de sua estimativa x, =X, € u(x)=s(X)).

Por conveniéncia, u’(x,) = s*(X)) e u(x,) = s(X,) sdo denomina-
dos uma variancia do Tipo A e uma incerteza padrido do Tipo A,
respectivamente. Para o caso em que todas as grandezas de entra-
da sdo independentes, a incerteza padrdo u (y) (y € a estimativa
do mensurando Y) € obtida pela combinagdo apropriada de incer-
tezas padrdo das estimativas de entrada x, x,,..., x,, calculada
pela raiz quadrada positiva da varidncia combinada u’(y), dada
pela equacio:

uf(y)=2[§ﬂ 2 (x) @)
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Para o presente caso, entretanto, em que as andlises sdo de na-
tureza qualitativa e a cromatografia refere-se a andlises de matri-
zes bioldgicas (complexas por natureza, por esse motivo com cri-
tério de repetitividade conservador, da ordem de 20%?), somente
as “incertezas do tipo A” (respostas cromatograficas) foram consi-
deradas. As incertezas do “tipo B” nitidamente refletem incertezas
de ordem de grandeza inferior (materiais de referéncia com grau
de pureza superior a 99,9%; certificados de calibracdo da balanga
analitica e da pipeta com incertezas relatadas de 0,0023 e de 0,27%,
respectivamente, para as escalas utilizadas), portanto desprezadas
no cdlculo da incerteza padrio quando comparadas as incertezas
do tipo A. Embora ndo calculado no presente trabalho, a incerteza
expandida U poderia ser facilmente obtida, multiplicando-se a in-
certeza padrdo combinada u (y) por um fator de abrangéncia k.

Assim, tomando-se por base este preceito da incerteza padrao,
foi possivel expressar a incerteza associada aos parametros de va-
lidagdo do método analitico proposto, caracterizada para cada um
dos oito pardmetros analiticos.

Seletividade

O procedimento de validagdo do método analitico quanto ao
parametro seletividade refere-se a capacidade de resposta do mé-
todo a um determinado componente de interesse presente em uma
matriz contendo vérias substincias quimicas, detectaveis ou nao.
As andlises realizadas para cumprir este propdsito demonstraram
que, de fato, para todas as amostras estudadas, o método respon-
deu a presenca da substancia cafeina no seu tempo de retenc¢do
caracteristico, jd que a auséncia de interferentes no branco (isenta
de substancia dopante) da matriz biolégica foi sempre confirmada
nesses casos. Dentre as cinco amostras de “branco de urina” anali-
sadas (amostras A, B, C, D e E) em trabalho mais amplo que deu
origem ao presente artigo'’, reproduz-se, o cromatograma de fons
totais (Figura 2) referente a Amostra E, no respectivo tempo de
reten¢do (TR = 11,196 min) associado a substincia cafeina. Como
evidéncias desta resposta e no tempo de retengdo da cafeina, os
resultados confirmam auséncia de pico cromatogréfico de interfe-
rentes; auséncia de pico cromatografico associado ao padrio inter-
no (diazepam) adicionado a amostra de controle negativo e presen-
ca de sinal cromatografico, conforme revelado pelo controle positi-
vo de cafeina.

Limite de deteccao

Segundo orientacdes sobre validacio de métodos de ensaios qui-
micos" fornecidas pelo organismo brasileiro acreditador de laboraté-
rios (INMETRO), a validacdo para o parametro limite de deteccio
(LD) refere-se “ao menor valor de concentracdo do analito que pode
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Figura 2. Cromatograma de ions totais da amostra E (branco de urina).
Transcri¢do da impressdo original emitida pelo sistema de aquisi¢do de dados
CG-EM
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ser detectado pelo método”. Complementando este conceito, na Vvi-
sdo da EURACHEM", o LD refere-se & “menor concentra¢io de um
analito em uma amostra, que pode ser detectada por um procedi-
mento analitico ao qual se associa um nivel de confianga especifica-
do, mas ndo necessariamente quantificado”. De forma mais ampla,
no contexto da revisdo validagdo em métodos cromatograficos e
eletroforéticos®', o LD pode, alternativamente, ser calculado por:
método visual, permitindo a distingdo entre ruido e sinal analitico
pela visualizagdo da menor concentragio detectdvel; método rela-
¢do sinal-ruido, pela comparacao entre a medi¢@o dos sinais de amos-
tras em baixas concentra¢des conhecidas do composto de interesse
na matriz ¢ um branco e método baseado em parametros da curva
analitica, cujo valor do limite de deteccdo € calculado pelo produto
do fator 3,3 pelo quociente entre o desvio padrdo da resposta
cromatogréifica e o coeficiente angular da curva analitica. Dentre as
opgdes propostas na literatura e adequado a rotina do LAD/JCB,
optou-se pelo “método visual” que, a partir do “controle positivo”
permite distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualiza¢do da
menor concentragio visivel (detectdvel). Para cumprir este propdsi-
to, estabeleceu-se como critério de referéncia uma probabilidade de
30% de positividade (presenca de cafeina) em amostras de urina,
para uma dada concentracdo, com enfoque na resposta bindria SIM/
NAO caracterizando a “presenca” ou “auséncia” da substincia cafe-
ina, que se constitui na esséncia do “método visual”. Embora subje-
tivo, com base na prética laboratorial do LAD em andlises de tracos
— deteccdo de substancias dopantes em pequenas propor¢des na ma-
triz bioldgica — o critério-de-corte de 30% foi utilizado como um
valor limite inferior ao qual se atribui sensibilidade de deteccdo ao
método. J4 a decisdo pelo “SIM” ou pelo “NAO” foi definida pela
interpretacdo visual do cromatograma, Figuras 3a e 3b. A opg¢@o pelo
“SIM” fundamentou-se na observancia de picos cromatograficos bem
definidos (abundancia > 70.000 para o fon m/z 194 e abundéncia
>40.000 para o fon m/z 109) no respectivo tempo de retencio da
cafefna. A opgdo pelo NAO fundamentou-se na inexisténcia dessa
caracteristica, i.e. nem os picos encontram-se visualmente bem de-
finidos e tampouco as abundancias sdo expressivas, conforme clara-
mente ilustrado na Figura 3.

(a) Abundancia Ton 194 (b) Abundancia Ton 194
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Anundancia Ton 109 Anundéncia Ion 109
i
40000 1 | \
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0
Tempo 11,01 11,42 Tempo 11,01

CAFEINA CAFEINA

Figura 3. Cromatogramas tipicos da validagdo pelo pardmetro limite de
detec¢do (3a: resposta bindria positiva e 3b: resposta bindria negativa)

Os experimentos de validagdo para o limite de deteccio refe-
rem-se a andlises de amostras de “controle positivo” (20 repetigdes
de cada) nas concentracdes de 4, 6, 8, 10 e 12 ng de cafeina por mL
da urina. Todas as amostras foram submetidas ao procedimento ana-
litico que compreende as etapas de extracdo e de andlise
cromatografica. Com base nessas andlises foi possivel constatar que
30% das amostras de urina na concentracdo de 6 ng/mL apresenta-
ram resultado positivo em suas determinagdes, concentragdo defini-
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da como sendo o valor limite de deteccdo do método. A consisténcia
dos dados utilizados para definir este valor limite de detecgdo foi
verificada pelo Teste de Grubbs e pelo Teste Q (Critério de Dixon),
conforme discutidos em detalhe em outro trabalho'.

A partir do estudo do ion m/z 194, nas cinco concentragoes
consideradas, foram calculados a média, o desvio-padrdo e o coe-
ficiente de varia¢do (desvio-padrdo relativo) das 20 repeti¢des de
extracdo (totalizando 100 experimentos) e da razdo entre os trés
fons caracteristicos da cafeina (m/z 194, 109 e 67), resultados ape-
nas parcialmente aqui relatados, por limitagdo de espaco. A coerén-
cia desses dados pode ser confirmada pelo extrato das andlises rela-
tadas na Tabela 2 (sintese dos 100 experimentos realizados) que
evidencia um valor do “coeficiente de variagdo” (CV) igual ou infe-
rior a 20%%?!, para todas as concentracoes estudadas. Para cada
uma das concentra¢des foi também relatado o valor corrigido pelo
desvio local do padrdo interno de diazepam do ion m/z 194, assim
normalizando a resposta cromatografica no valor do padrdo previ-
amente definido. Esta melhoria € revelada pela redugdo dos valo-
res do Coeficiente de Variacdo (CV), inferiores aqueles referentes
as situagdes “‘sem corre¢do”, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Sintese dos resultados do Coeficiente de Variagdo (CV)
para a cafeina (fon m/z 194 e relacdes m/z de {ons)

m/z CV (%)
Concentracio (ng/mL)
4 6 8 10 12

Critério de
aceitacdo

Ton 194 20 20 20 14 17 CV (£ 20%)
Ion 194 (c/corre¢ao) 15 19 10 13 11 (Resposta
Razao 194/109 7 8 12 9 8  cromato-
Razdo 194/67 15 20 10 15 7 grafica)
Razdo 109/67 17 12 10 13 8

TR  de m/z 194 0,030 0,031 0,036 0,037 0,038 CV <2%

™ Tempo de retengdo (min).

A Tabela 3 documenta o valor das razoes (duas a duas) entre as
respostas cromatograficas dos trés fons caracteristicos da cafefna
(m/z 194/109; 194/67 e 109/67) e os respectivos componentes da
incerteza padrio associada a cada uma delas, estimadas com base
na propagacio da soma quadrdtica do desvio-padrdo relativo asso-
ciado as respostas cromatograficas de cada fon.

Tabela 3. Média das razdes entre os fons m/z 194, 109 e 67 e
incertezas padrdo associadas devido ao desvio padrio relativo

Concentracdes Média + Média + Média +
(ng/mL) Incerteza Incerteza Incerteza
da razao m/z da razdo m/z da razdo m/z
194/109 194/67 109/67
4 1,68+0,36 2,44+0,63 1,45+0,40
6 1,74+0,41 2,51+0,60 1,44+0,34
8 1,73+0,29 2,57+0,35 1,48+0,25
10 1,64+0,27 2,48+0,59 1,52+0,33
12 1,72+0,29 2,74+0,38 1,59+0,27
Linearidade

No que concerne a validag@o pelo parametro linearidade, este
reflete a habilidade do método gerar resultados que sejam direta-
mente proporcionais as concentracdes do analito correspondente a
uma determinada faixa de concentracdo. Nesse contexto, a
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linearidade foi avaliada pela andlise de regressdo por minimos qua-
drados, fazendo uso das mesmas amostras utilizadas na validacio
pelo parametro limite de detec¢@o.

A Figura 4 ilustra resultados de andlises realizadas para o teste de
linearidade, repetido para duas situagdes distintas, na auséncia e na
presenca de amostra de “branco” (urina isenta de cafeina, i.e.: concen-
tracdo zero). Conforme evidenciado nessa figura (que inclui em sua
legenda os valores calculados do coeficiente “r-quadrado” e do coefi-
ciente Pearson® de correlagdo “r””) a linearidade foi confirmada em
ambos os testes, na faixa de concentrag@o estudada. Para todos os
casos, 1> > 0,990 e r > 0,992, este dltimo em conformidade com os
critérios recomendado pelo INMETRO" (r > 0,90) e pela ANVISA*
(r>0,99). Na realidade, os dados da Figura 4 ilustram duas regressdes
realizadas independentemente, incluindo e ausentando a “amostra de
branco”, a primeira apresentando grau de ajuste da regressdo (%) e
coeficiente de correlagdo (r) mais préximos do valor ideal unitdrio.
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1’: coeficiente de regressdo linear; 1: coeficiente de correlacio

Figura 4. Validagdo pelo pardmetro linearidade. Validacdo repetida em
auséncia e presenga de “amostra de branco”

Exatiddo

No que concerne a validagdo para o parametro exatiddo, esta
avalia o grau de concordéncia entre o resultado de uma medicdo e
o respectivo valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Assim, a exatidao do método foi verificada fazendo uso das
amostras de “controle positivo” nas concentragdes 6, 8, 12, 18 e 24
ng de cafeina por mL de urina, cada resultado final representando
a média de trés experimentos. Na realidade, essas concentragoes
foram definidas para representar multiplos do “valor do limite de
detec¢@o” e o “valor do limite de determinacdo” (discutido na se-
qiiéncia deste processo de validagdo). Expressa em porcentagem, a
exatiddo foi calculada com base na Equacdo 3:

valor obtido —valor real

Exatiddao =| 1—
valor real

JXIOO 3)

Nesta expressdo, o “valor obtido” resulta de andlises
cromatograficas individuais das 15 amostras preparadas enquanto
o “valor real” se origina da andlise da solucio metandlica de cafei-
na nas concentragdes indicadas.

Os resultados obtidos confirmaram uma exatiddo superior a
77% (comparagdo entre as respostas cromatograficas do fon m/z
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194 obtido pelo processo analitico e o “valor real” de referéncia
dado pela solugdo metandlica de cafeina).

Precisdo
A precisdo do método ALCAC-18, objeto deste estudo, foi ava-
liada segundo os conceitos repetitividade e reprodutibilidade.

Repetitividade
O conceito refere-se ao grau de concordancia entre os resultados de

medigdes sucessivas em condi¢des de repetitividade. A repetitividade
foi avaliada com base: no cdlculo do coeficiente de variagio (desvio
padrao relativo), cujo valor deve ser menor ou igual a 20% e no tempo
de retencdo do analito (cafeina), cujo valor do coeficiente de variagdo
deve ser menor ou igual a 2%, ambos em conformidade com o critério
referenciado por Chasin®. Similarmente ao teste de linearidade, a
repetitividade foi verificada com base nas mesmas andlises realizadas
no estudo para a validagio do limite de detecc@o, cujos resultados ja
foram relatados na Tabela 2, concluindo-se assim que o método apre-
sentou um adequado grau de concordancia.

Reprodutibilidade
Refere-se ao grau de concordancia entre os resultados efetuados

sob condigdes diversas de medicdo. Igualmente referenciada aos cri-
térios® de validacdo da repetitividade, a valida¢do para a reproduti-
bilidade baseou-se em repeti¢des de andlises realizadas em dois dias
(dia 1 e dia 2) e conduzidas por analistas distintos (Analista 1 e Ana-
lista 2), nas concentragdes 6, 8, 12, 18 e 24 ng de cafeina por mL de
urina (todos os experimentos repetidos trés vezes).

A Tabela 4 apresenta os dados das andlises realizadas nos dias
1 e 2, indicando a média das respostas cromatograficas para o fon
m/z 194 e para a razdo de fons m/z 194/109, devidamente corrigidas
pelo padrdo interno de diazepam, como também os respectivos des-
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vios padrdo e coeficientes de variagdo (desvio-padrao relativo), para
cada uma das concentracdes estudadas. A reprodutibilidade dos
dados foi confirmada: para o valor médio do fon m/z 194 (16,1%
para a concentraco mais baixa de 6 ng/mL, melhorando para uma
reprodutibilidade de 1,6%, na concentragio mais alta de 24 ng/mL)
e da razdo m/z 194/109 (5% para a concentracdo mais baixa de 6
ng/mL, melhorando para uma reprodutibilidade de 3%, na concen-
tracdo mais alta de 24 ng/mL), tendéncia de melhora ja esperada
para as concentragdes mais altas ji que a recuperacio do analito
normalmente melhora nessas situacdes.

A Figura 5 ilustra a média da razdo dos fons m/z 194/109 (ions
mais abundantes da cafeina), com suas barras de incerteza represen-
tativas das respectivas incertezas padrdo propagadas, para os dias 1 e
2 de andlises de reprodutibilidade realizadas. Nessa figura, cada bar-
ra de incerteza refere-se a repetitividade das andlises nos dias 1 e 2,
considerados separadamente. J4 a reprodutibilidade do valor médio
da razdo entre desses fons, resulta da comparag@o entre os resultados
obtidos para cada concentracdo, em dias diferentes.

Com base nessas evidéncias experimentais e para os niveis de
incerteza padrio relatados, fica validado o método para o parametro
“reprodutibilidade” ja que foi observado um adequado grau de
concordancia entre os resultados das medi¢des realizadas por ana-
listas distintos operando em dias diferentes, resultando nos se-
guintes valores dos coeficientes de variagdo da reprodutibilidade
associada aos resultados dos dias 1 e 2: CV (%) = 13,56; 10,55;
14,7; 10,24 e 11,77 para cada uma das concentracdes estudadas,
respeitada a repetitividade segundo o critério adotado®?!' para as
andlises realizadas em dias distintos. Coeficientes de variacdo
considerados aceitaveis, tendo em vista tratar-se de amostras de
matrizes bioldgicas.

Recuperagdo
A validacdo pelo parametro recuperacdo refere-se a capacidade

Tabela 4. Sintese dos resultados dos Coeficientes de Variagdo (CV) para a cafeina (fon m/z 194 e relacdes m/z de fons) — dia 1 (Analista 1)

e dia 2 (Analista 2)

Concentragdo Respostas Cromatograficas* do fon m/z Analista 1 Analista 2 |Dif.|
194 e da razao ion m/z (194/109) Dia 1 Dia 2 (%)

6 ng/mL Média fon m/z 194 598456 a.i 713592 a.i. 16%
Desvio padrao 26826 33220
CV (%) 4 5
Média razdo fon m/z (194/109) 2,03 1,94 5%
Incerteza Padrao 0,22 0,10

8 ng/mL Média fon m/z 194 788662 a.i. 888075 a.i. 11%
Desvio padriao 39830 63722
CV (%) 5 7
Média razdo fon m/z (194/109) 2,15 1,96 10%
Incerteza Padrao 0,11 0,17

12 ng/mL Média fon m/z 194 1131369 a.i. 1336825 a.i. 15%
Desvio padro 43641 55208
CV (%) 4 4
Média razdo fon m/z (194/109) 2,06 2,10 2%
Incerteza Padrao 0,35 0,13

18 ng/mL Média fon m/z 194 1680600 a.i. 1790266 a.i. 6%
Desvio padrio 91115 195378
CV (%) 5 11
Média razdo fon m/z (194/109) 2,05 2,01 2%
Incerteza Padrao 0,18 0,32

24 ng/mL Média fon m/z 194 2408601 a.i. 2449091 a.i. 2%
Desvio padriao 385248 126574
CV (%) 16 5
Média razdo fon m/z (194/109) 2,08 2,01 3%
Incerteza Padrao 0,46 0,16

*Respostas cromatogréficas corrigidas pelo padrdo interno de diazepam; a. i.: intensidade de abundancia (abundance intensity)
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Figura 5. Repetitividade e reprodutibilidade. Razdo entre ions m/z 194/109
versus concentragdo de cafeina (ng/mL), indicando a barra representativa
da incerteza padrdo associada as respostas cromatogrdficas realizada por
dois analistas independentes

do método recuperar o analito adicionado a amostra, pardmetro esse
que indica o grau de exatiddo do método analitico. A recuperacdo do
analito (Rec_) foi calculada com base na Equagdo 4, que totaliza as
respostas cromatograficas (Y) do fon (mais abundante da cafeina) m/
z 194 nas “n” réplicas dos experimentos na concentracdo definida.

1
Rec,, =— ) Rec;
. nZ ) @)
nesta equagao,

Rec, _) 100 ?r:lZYr,.

Yr n5
enquanto “p” denota a amostra submetida ao procedimento analiti-
co completo, “r” refere-se a amostra fortificada apés todas as eta-
pas do procedimento de extracdo e “” a repeti¢do correspondente
na concentracdo definida.

No curso desta etapa do processo de validacdo, sete amostras
de “controle positivo” (3 fortificadas antes e 4 apds o procedimen-
to de extragdo) foram analisadas (cada experimento representando
a média de 3 repeti¢des) pelo método objeto da validacio, em dois
dias subseqiientes, sempre na concentracdo do limite de deteccio
(6 ng de cafefna por mL de urina).

A partir dessas andlises foram calculados a média, o desvio-pa-
drdo e o coeficiente de variacdo, o que entdo permitiu o calculo dos
componentes das incertezas tipo A (incerteza padrdo), essas propaga-
das pela soma média quadrética (incerteza combinada associada a etapa
de validacdo do método pelo parametro recuperagio do analito). Para
se verificar a coeréncia da valida¢do desse pardmetro, o método expe-
rimental foi repetido em dois dias subseqiientes, exibindo, respectiva-
mente, recuperagdes de 88 + 22 e 92 + 25% do analito para os niveis
de incerteza indicados. Embora aparentemente elevados, esses niveis
de incerteza sdo aceitdveis para a prética de controle de dopagem.

Robustez

A validac@o pelo pardmetro robustez diz respeito a capacidade do
método permanecer inalterado frente a pequenas, mas deliberadas,
variacdes de seus pardmetros intrinsecos. No presente caso, pela sua
relevincia, o parametro selecionado foi o ajuste de pH (potencial de
hidrogénio), critico no processo analitico j4 que pequenas variagdes
no valor da faixa de pH podem modificar o comportamento da subs-
tancia em estudo®.

As amostras de “controle positivo” foram analisadas em trés repe-
ticdes nas concentracdes 6, 8, 12, 18 e 24 ng de cafeina por mL de
urina, tendo sido submetidas ao procedimento analitico que compre-
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ende as etapas de extrac@o e de andlise cromatografica. Nessa avalia-
¢o, por sua vez, cada repeticdo foi injetada trés vezes, assim assegu-
rando maior representatividade ao processo de andlise cromatografica.
Com o propdsito de cobrir com seguranca a faixa de trabalho da rotina
laboratorial interna prépria do método objeto da validacdo (9,4 < pH <
9,8), o valor do pH foi ajustado numa faixa ampliada, variando de 9,2
a 10,0, para as concentracdes intermedidrias. Para a concentra¢do de 6
ng de cafeina por mL de urina, manteve-se um valor de pH = 9,2 e pH
= 10,0 para a concentracdo de 24 ng/mL.

Seguindo procedimentos similares de cdlculo, com base nos resul-
tados das andlises cromatograficas e no tratamento estatistico desses
dados, foram calculados os coeficientes de varia¢do dos fons mais abun-
dantes e as incertezas padrio associadas as razdes desses {ons.

Tomando-se como referéncia o critério de repetitividade
(CV<20%®) e considerando-se as incertezas avaliadas (CV para o
caso da média e incerteza padrido propagada para o caso da razio)
concluiu-se que o método € robusto para a faixa de pH investigada.

Limite de determinagdo

Também denominado de limite de quantifica¢@o, o conceito €
definido pelo INMETRO™ como sendo “a menor concentra¢do do
analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de preci-
sdo e veracidade”. Conforme o préprio nome indica, a validagao
pelo fator limite de quantificag@o € préprio de métodos quantitati-
vos. Assim, sob esta perspectiva, a validacdo para este pardmetro
ndo deveria interessar a validacdo do método aqui proposto (ALCAC-
18) ja que este € de natureza essencialmente qualitativa (desenvol-
vido para detecgdo da substancia cafefna cuja tolerancia é zero na
atividade turfistica). Entretanto, a adequagdo deste conceito de na-
tureza quantitativa para aprimoramento do “método visual” provou
ser de interesse as avaliacdes do LAD/JCB, permitindo que seja
estabelecida uma faixa na qual podem ocorrer falso-positivos e fal-
so-negativos, atuando como elemento de auxilio a decisdo do méto-
do entdo puramente visual.

A propria esséncia do conceito de limite de quantifica¢do, que
se refere a “menor concentragdo com um nivel aceitdvel de preci-
sdo e veracidade”, sugere que este limite (aqui denominado limite
de determinagdo) seja definido para um valor de concentragdo su-
perior aquele definido para o limite de deteccdo; i.e. superior a 6
ng de cafeina por mL de urina, conforme anteriormente fixado para
o limite de deteccdo. Cabe aqui entender que a defini¢do de uma
concentragdo superior aquela eleita para o “limite de deteccdo”
constitui condi¢@o necessdria mas ndo suficiente para se definir o
valor “limite de determina¢@o”. A condicdo de suficiéncia deve ser
satisfeita pela andlise visual, i.e., ser capaz de diferenciar entre
resultados positivos e resultados negativos segundo uma probabili-
dade de acerto considerada razoavel. Por exemplo, ndo seria razo-
avel considerar a concentracdo de 8 ng/mL como o limite de deter-
minacdo se a probabilidade erro-acerto associada a essa concen-
tracdo fosse apenas marginalmente superior aquela encontrada na
concentracdo definida como limite de deteccdo. A constatagdo de
que na concentracdo de 8 ng/mL a andlise visual dos resultados das
respostas cromatograficas confirmou um indice erro-acerto de 50%
foi decisiva para se aceitar esta concentragdo como o valor do limite
de determinac@o. Nao tivesse esta probabilidade erro-acerto sido
verificada nesta concentracdo, nova pesquisa erro-acerto deveria ser
desenvolvida nas concentracdes imediatamente superiores até que
um valor razodvel da probabilidade “p” fosse encontrado (p = 50%
caracteriza o critério adotado).

Considerando que as andlises aqui utilizadas para se definir o
limite de determinagdo foram exatamente as mesmas utilizadas para
a etapa de validac@o pelo fator limite de deteccdo, a conformidade
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ao critério coeficiente de variacdo menor ou igual a 20%*' fica auto-
maticamente verificada pelo valor deste desvio padrdo relativo. As-
sim, partindo dos resultados dessas andlises previamente qualifica-
das e, a luz da avalia¢@o visual, a distribui¢do de probabilidade erro-
acerto de positividade de cafeina foi avaliada para todas as concen-
tracdes estudadas, resultados esses resumidos na Figura 7, definida
pelo nimero de erro-acerto da andlise visual. Embora pratico do
ponto de vista da rotina laboratorial, a limitagcdo do método reside na
possibilidade de se atribuir um eventual falso-negativo numa even-
tualidade de positividade, o que violaria o preceito da tolerancia zero.
Entretanto, essa limitagdo do método somente ocorre em concentra-
¢oes inferiores a do limite de detec¢do, concentracdo essa para a
qual o método € descartado.

Esta distribuicdo de probabilidade estabelecida pelo método
visual, baseado na experiéncia do laboratério, provou ser uma fer-
ramenta de interesse para a identificacdo de faixas de concentra-
¢do associadas a probabilidade de falso-positivo e de falso-negati-
vo (faixas de ndo-confianga); i.e. situagdes que induzem o analista
(método visual) a erroneamente decidir pela presenga ou auséncia
de cafeina. A partir dessa distribui¢do de probabilidade, torna-se
possivel identificar zonas de falso positivo e falso negativo, con-
forme serd discutido a seguir.

E nesse contexto que o limite de determinagdo, tal qual aqui
proposto, se constitui em indicador da confiabilidade dos resulta-
dos de positividade das amostras realizadas, fornecendo também
informag@o para a tomada de decisdo que orienta o analista (em
sua andlise visual do cromatograma) a evitar repeti¢des desneces-
sdrias de andlises, sistemdtica normalmente onerosa e que deman-
da tempo de laboratério.

Beneficiando-se dessa faixa de ndo-confianca o analista € ca-
paz de explicar erros associados que nem sempre sido detectdveis
pela avaliacdo humana, assim habilitando-se a distinguir entre res-
postas negativa ou positiva.

Nao tivesse o conceito de limite de determinag@o sido introdu-
zido, a distribuicao de probabilidade associada a deteccao de cafe-
ina seria de forma simplista representada pela Figura 6, que clara-
mente reflete uma distribuigdo tedrica irreal da transi¢cdo entre re-
sultados positivos e negativos.

100%

Positivo Positivo
(x)=0% (x) = 100%
Negativo Negativo
(x) = 100% (x) =0%

0%

Figura 6. Representacdo bindria pragmdtica (SIM ou NAO) do resultado da
andlise qualitativa

A Figura 7 corrige essas distor¢des e corresponde a uma repre-
sentacdo mais real da situagdo anteriormente caracterizada, vez
explicitando, a luz da distribuicdo de probabilidades erro-acerto, as
faixas de ndo-confianga as quais s@o associadas zonas de falso-po-
sitivos e de falso-negativos, portanto, entendido como um critério
de auxilio a tomada de decisdo.

Para o presente estudo, o limite de determinagdo possui rele-
vancia principalmente pelo fato das analises aqui consideradas es-
tarem normalmente associadas a detec¢@o de tragos de substincias
dopantes, situacdo que requer do laboratdrio a habilidade de detec-
tar substancias em baixas concentragdes. E exatamente por essa
razdo que a valida¢do de métodos qualitativos para andlise de tra-

Quim. Nova
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Figura 7. Distribui¢do de probabilidade para defini¢do das zonas de falso-
positivos e falso-negativos

¢os também seja verificada para o “limite de determinagdo”.

PARTICIPACAO EM PROGRAMAS
INTERLABORATORAIS

Adicionalmente a validacdo do método analitico realizada com
base nos pardmetros tradicionais (seletividade, limite de detecgdo,
linearidade, exatiddo, precisdo, recuperagdo, robustez e limite de
determinacio) o mesmo foi exposto a um programa de ensaio de
proficiéncia (comparagio interlaboratorial) conduzido pela
“Association of Official Racing Chemists (AORC)” como evidén-
cia independente de sua confiabilidade. No contexto da rodada 2005
desse ensaio qualitativo de proficiéncia, do qual participaram 47
laboratdrios de paises de quatro continentes, com critério de apro-
vagdo fixado em 80% (sem resultados falso-positivos), o LAD/JCB
classificou-se com indice de acerto de 100%, comprovando a efi-
cécia do método. Por se tratar de um programa de proficiéncia de
andlises qualitativas, os resultados sdo usualmente expressos na
forma de um certificado que apenas atesta o indice de acerto do
laboratdrio participante, contrapondo-se ao resultado em gréfico tra-
dicional utilizado em ensaios de proficiéncia (quantitativos) no
qual € explicitado o nimero de desvios padrido de cada laboratério
participante calculado em relaciio ao valor de referéncia designado
pela coordenagdo da comparacdo interlaboratorial.

CONCLUSOES

Com base no trabalho desenvolvido, o Laboratério Antidoping
do Jockey Club Brasileiro (LAD/JCB) passou a ter acesso a um
método validado para deteccdo da substancia cafeina, a época do
estudo, classificada dentre as substancias proibidas mais presentes
nas analises toxicoldgicas realizadas pelo laboratério ao longo de quase
uma década de sua atuacdo (1996 a 2005). Importante ressaltar que
até a data, o LAD/JCB apenas dispunha de um método generalista
(Alcalins SUR C-18) cedido no ambito de um convénio de colabora-
¢do com um laboratério congénere francés, método esse, entretanto,
sem evidéncias de validagdo e ndo adaptado a infra-estrutura de equi-
pamentos do LAD/JCB. Ao atribuir credibilidade aos seus laudos de
andlise toxicoldgica via validagdo do método analitico, respaldado
pela participacdo em programas internacionais de ensaios de profici-
éncia, o LAD/JCB também avanga no seu processo de conquista da
acreditac@o formal de sua competéncia técnica. A acreditacdo preten-
dida segue o rigor da NBR ISO/IEC 17025 e, no Brasil, € de respon-
sabilidade do INMETRO, organismo acreditador signatario dos acor-
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dos de reconhecimento mituo com o “International Laboratory
Accreditation Cooperation (ILAC)”.

Embora aplicdvel a andlises essencialmente qualitativas (j& que
na atividade turfistica, usualmente, a tolerdncia para substancias
proibidas ¢ zero) o método proposto foi validado nao apenas para os
pardmetros convencionais, mas também para o fator “limite de
quantificacdo” (tipico de andlises quantitativas). A validacdo do
método qualitativo proposto incluindo o parametro limite de
quantificacdo, embora ndo usual, permitiu caracterizar uma “faixa
de ndo confianca” (falso-positivos e falso-negativos), considerada
ferramenta relevante de auxilio ao analista no seu complexo pro-
cesso de tomada de decisdio. A dificuldade estd associada a proba-
bilidade erro-acerto de positividade da substancia proibida em and-
lises de tracos, fonte de problemas para métodos generalistas. Esse
é o motivo pelo qual o “limite de determinacdo” ¢ sempre tomado
como superior ao “limite de detec¢do”, assim assegurando que
nenhum resultado positivo seja declarado ainda que na presenga de
tragos ndo justificdveis com base em critérios de positividade.

Neste sentido, o método proposto e validado agrega credibilidade
aos laudos emitidos pelo LAD/JCB, assim atendendo expectativas
de criadores de animais e apostadores e estabelecendo uma base
justa para a atividade turfistica. Em conseqiiéncia, reduz conflitos
forenses ja que laudos positivos acarretam sangdes aos infratores
segundo as regras estabelecidas pelo Cédigo Nacional de Corridas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Detalhes do processo de validagdo do método ALCAC-18 (para
deteccao de cafeina, substancia proibida na atividade turfistica) e infor-
macdes adicionais referentes a validagdo pelos pardmetros analiticos
seletividade, exatiddo, reprodutibilidade, robustez, bem como a confir-
macdo do método em programa interlaboratorial de ensaio de profici-
éncia encontram-se disponiveis na forma de material suplementar em
http://quimica nova.sbq.org.br, com acesso livre ao arquivo em PDF.
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Como evidéncia de que a amostra E representa uma “amostra de branco” (portanto isenta de cafeina), o espectro de massas da Amostra
E no tempo de retencdo associado a substancia cafeina foi comparado com dados de referéncia da Biblioteca da “Association of Official
Racing Chemists (AORC)”, que claramente confirmou auséncia de fons m/z caracteristicos da cafeina nessa amostra, conforme ilustrado na
Figura 1S.
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Figura 1S. Espectro de massas relativo a amostra E e sua comparag¢do com dados de referéncia da base de dados da Biblioteca da Association of Official
Racing Chemists (AORC)

*e-mail: mfrota@metrologia.ctc.puc-rio.br
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Os dados da Tabela 1S confirmam a validagdo para o parimetro “exatiddo”, mostrando grau de exatiddo superior a 77% para todas as
concentragdes estudadas.

Tabela 18S. Sintese dos resultados dos valores da exatidao.

Concentragdo “Valor obtido” “Valor real” Exatidao
(ng/mL) (resposta cromatografica do fon m/z 194) (resposta cromatografica do fon m/z 194) %
Branco* 109867 a.i. 0 -
6 487792 a.i. 591870 a.i. 82
8 676300 a.i. 840451 a.i. 80
12 1016304 a.i. 1316557 a.i. 77
18 1561100 a.i. 1825573 a.i. 85
24 2268996 a.i. 2563160 a.i. 88

*“branco de urina”, concentracdo igual a 0 ng de cafeina/mL de urina. “a.i.”: uma medida da intensidade de abundancia (“abundance
intensity”).

Os dados da Tabela 2S fundamentam a validacdo pelo parametro “reprodutibilidade”, realizada nos dias 1 e 2 de andlises discutidos no
trabalho. Para as concentragdes estudadas, documenta os valores das razdes (duas a duas) entre as respostas cromatograficas dos trés {ons
caracteristicos da cafefna (m/z 194/109; 194/67 e 109/67) bem como os respectivos componentes da “incerteza padrao” (tipo A), estimados
com base na propaga¢do da soma quadratica do desvio-padrdo relativo associado as respostas cromatograficas de cada fon.

Tabela 2S. Média das razdes entre os fons m/z 194, 109 e 67 e incertezas padrdo associadas devido ao desvio padrio relativo (dias 1 e 2)

Dia 1 (Analista 1) Dia 2 (Analista 2)

Concentragdes Média + Meédia + Média + Média + Média + Média +
(ng/mL) Incerteza da  Incerteza da  Incerteza da Incerteza da  Incerteza da  Incerteza da

razao m/z razao m/z razio m/z razao m/z razao m/z razdo m/z

194/109 194/67 109/67 194/109 194/67 109/67
6 2,03+0,22 2,41+0,48 1,19+0,26 1,94+0,10 2,41+0,24 1,24+0,10
8 2,15+0,11 2,75+0,44 1,28+0,19 1,96+0,17 2,54+0,17 1,29+0,08
12 2,06+0,35 2,85+0,43 1,38+0,37 2,10+0,13 2,53+0,33 1,21+0,15
18 2,05+0,18 2,78+0,17 1,35+0,10 2,01+0,32 2,68+0,40 1,33+0,21
24 2,08+0,46 2,81+0,73 1,35+0,35 2,01+0,16 2,72+0,24 1,35+0,13

Fundamentando a conclusido de que o método mostrou-se robusto para a faixa de pH investigada, a Tabela 3S apresenta os valores
médios (de nove réplicas) das respostas cromatograficas do fon m/z 194 e da razdo m/z 194/109 (ions mais caracteristicos da cafeina),
indicando suas respectivas incertezas padrio, para os diferentes valores de pH e nas cinco concentragdes investigadas.

Tabela 3S. Média da resposta cromatografica do fon m/z 194 e da razdo entre os fons m/z 194, 109 e respectivos componentes das
incertezas padrdo associadas, na faixa (9,2 < pH < 10), nas concentragdes de 6, 8, 12, 18 e 24 ng de cafeina por mL de urina

Concentragio pH Média da resposta cromatografica + incerteza
(ng/mL) ion m/z 194 razdo m/z 194/109
6 9,2 536 618 £ 5% 1,66 + 9%

8 92<pH<10 731 148 + 1% 1,82 = 10%

12 92<pH<10 1067939 * 5% 1,85+ 7%

18 92<pH<10 1491569 + 15% 1,79 = 22%

24 10,0 2133654 + 8% 1,96 + 11%
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Nio obstante o processo universalmente aceito de validagdo de métodos analiticos com base nos pardmetros analiticos discutidos no
presente trabalho, cada vez mais, a participagdo em ensaios de proficiéncia tem sido recomendada'* como confirmagio desse processo de

validac@o. A Figura 28 ilustra o certificado de Participagdo do LAD/JCB em Programa oficial de Comparagdo Interlaboratorial coordena-
do pela Association of Official Racing Chemists (AORC).

Association of Official Racing Chemists

This Document Certifies that
Anti-Doping Laboratory, Jockey Club Brasileiro

has participated in the 2005 Proficiency Testing Program,

and has successfully isolated and identified the required number of
unknown specimens in accordance with the Association’s requirements.
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Figura 2S. Participagcdo do LAD/JCB em Programa oficial de Comparagdo Interlaboratorial



