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7.
FASE 2 DA PESQUISA: DESENVOLVIMENTO DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINAGAO DA SUBSTANCIA
DOPANTE CAFEINA

Esta fase da pesquisa visa disponibilizar para o Laboratério Antidoping do
Jockey Club Brasileiro um método analitico confiavel capaz de detectar a
presenga da substancia dopante cafeina em matrizes biolégicas de cavalos de
corrida, provada ser a substancia proibida mais freqiente na atividade turfistica
brasileira.

O acelerado processo de inovagéao tecnoldgica que induz a uma constante
atualizagdo e sofisticacdo da instrumentacido laboratorial, em particular da
instrumentacgao analitica, impde a necessidade de uma permanente atualizagao
de técnicas e métodos. Considerando que o desenvolvimento tecnoldgico tem
superado o desenvolvimento dos recursos humanos, as técnicas ficam obsoletas
ou desatualizadas com freqliéncia, requerendo modificacdes e validagdes
freqlentes.

No caso dos laboratérios antidoping a situagdo é ainda mais critica pelo
fato de esses laboratérios existirem em numeros reduzidos, sendo poucos
aqueles que logram o reconhecimento internacional da sua competéncia técnica
pela conquista de um credenciamento formal, dai a imperiosa necessidade de
acordos de cooperagao técnico-cientifica. O presente bloco descreve essa
situacdo, evidenciando uma técnica desenvolvida em laboratério de renome
internacional na Franga permitindo o desenvolvimento de um método modificado
de grande interesse as necessidades do Laboratério Antidoping do Jockey Club

Brasileiro, desenvolvimento que motivou a presente pesquisa de mestrado.

7.1. Caracterizagao sucinta do Methode ALCALINS SUR C18

O método fonte para fundamentagdo do método alternativo proposto foi
desenvolvido no Laboratoire LAB - Controle Antidopage (Franga), documentado
internamente num Procedimento de Operacao Padrao, e aplica-se a deteccao de
substancias alcalinas excretadas na forma livre na matriz biolégica de cavalos de

corrida. O método analisa qualitativamente substancias dopantes em fluidos
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biolégicos e estrutura-se em duas etapas, a primeira sendo a extracdo das
amostras em meio alcalino e a segunda a analise do extrato obtido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A etapa de
extragao, por sua vez, é realizada em duas fases, a preparagao e ajuste do valor
do pH da amostra de fluido biolégico e a extragdo das substancias pela técnica
de extracdo por fase sdlida. Para o processamento do método também sdo
utilizados solugbes analiticas, vidrarias especificas, reagentes e solventes
quimicos, substancias-padrao e equipamentos automatizados, especificados no

Procedimento de Operacgao Padréao.

Caracterizagdo do método fonte:

(i) — Extragao das amostras de fluidos biolégicos:

(a) Preparacéo e ajuste do pH das amostras — As amostras de

fluidos biolégicos (8 mL), inseridas em béqueres, sao preparadas
para a analise. Ap6s adicdo de 4mL de agua ultra-pura’ e 100 pL
da solugdo de padrao interno, as amostras sdo submetidas a
reagao de hidrdlise apds adicdo de 500 mg de sulfato de aménio
por um periodo de 10 min. O valor do pH das amostras € ajustado
na faixa de 9,4 a 9,8 pela adicdo de solugao de amoniaco 10%.

As amostras sao centrifugadas por 35 min, a 4000 rpm.

(b) Extracdo por fase sélida — Apds condicionar os cartuchos do

tipo C18HF com 2 mL de metanol e 2 mL de agua ultra-pura,
estes sdo carregados com 9 mL de amostra. Em seguida, os
cartuchos sao lavados com 3 mL de agua ultra-pura e secos
por um periodo de 3 min, lavados com 6 mL de hexano e
novamente secos por 2 min. A eluicao dos extratos é feita com
3 mL de cloroférmio. Os extratos sdo recolhidos e evaporados
em concentrador a 60 +/- 10 °C. Os residuos obtidos da
evaporagao sao retomados com 400 uL de diclorometano e
transferidos para frascos de amostras do tipo vial. Os extratos
sao evaporados a temperatura ambiente e os residuos

resultantes ressuspensos com 50 uL de acetato de etila.

19 Agua produzida pelo sistema de purificagdo Milli-Q (MILLIPORE Corporation, USA).
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(ii) — Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas:

Concluida a etapa de extracdo das amostras, seus extratos sao
submetidos a uma analise cromatografica. A coluna cromatografica € do
tipo capilar (0,20 mm de didmetro interno) com as seguintes
especificagcOes: fase estacionaria de 5% fenilmetilpolisiloxano, 25 m de
comprimento, e 0,33 um de espessura de filme. O método € aplicado com
0s parametros instrumentais: as temperaturas do injetor e da interface
sdo fixadas em 280 °C e 295 °C, respectivamente. Os modos de
operagdo do forno sao programados para as seguintes condigoes:
temperatura inicial 60 °C; taxas de programagéao: 22°C/min até 200°C;
10°C/min até 270 °C e 30°C/min até 305 °C por 6 min. As injegdes sao
feitas no modo sem divisao de fluxo “Splitless” utilizando-se Hélio como
gas de arraste. O volume de injecao da amostra é de 1 uL. As analises
sao realizadas no modo de impacto de elétrons (IE), com energia de
ionizacao de 70 eV. A faixa de varredura (modo: “scan”) é de (40 a 550) u

(unidade de massa atémica)®.

N&o obstante as evidéncias de robustez do método utilizado no laboratério
francés que o desenvolveu, provou-se necessario adapta-lo as condicdes
laboratoriais do LAD/JCB tendo em vista principalmente (i) substancial diferenca
de instrumentacao periférica (sistema automatico de extragcido por fase sdlida) e
(i) diferencas de praticas da rotina laboratorial interna. Considerando as
possibilidades de introdugdo de melhorias no método para atender
especificidades do LAD/JCB, optou-se por desenvolver um método alternativo
baseado no Methode Alcalins Sur C18, notadamente, para reduzir o volume da
amostra de matriz bioldgica; sua diluigio e o tempo de centrifugagao,
desenvolvimento esse que motivou a presente dissertagcdo de mestrado. O item
a seguir descreve as caracteristicas basicas do método alternativo proposto,
denominado ALCAC-18. O processo de validagao do ALCAC-18, objeto do
estudo e caracterizado nos capitulos subsequentes, referem-se a validagcao do
referido método modificado, esséncia da contribuicdo desta pesquisa de

mestrado.
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7.2. Formulagao do Método ALCAC-18

O método ALCAC-18 assim denominado pelo LAD/JCB (modificado a
partir do Método francés Alcalins Sur C18) fundamenta-se na detecgdo de
substancias alcalinas excretadas na forma livre nos fluidos biolégicos de cavalos
de corrida utilizando duas etapas: (i) extragdo das amostras em meio alcalino e
(i) analise do extrato obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. A adequacido do método foi realizada, principalmente na etapa de
extragdo por fase solida, substituindo a instrumentacdo automatizada de
extragcdo pela técnica classica que adota um sistema de cuba a vacuo e que é
amplamente utilizado em laboratérios de controle de dopagem.

Na adequacgdo proposta do método modificado, as alteragcdes no volume
de amostra de fluido biolégico empregado na extragéo, o processo de diluicao e
centrifugacao das amostras representam simplificacdo e redugcéo de tempo de
analise. A diminuicdo do volume de amostra possibilitou (i) reducao de
substancias interferentes e (ii) aproveitamento de todo volume da amostra, na
etapa de extragdo, uma vez que, o volume de agua utilizado para a sua diluicdo
também foi reduzido. No préximo bloco sdo descritos os desenvolvimentos que
viabilizaram a adequacdo proposta e a especializacdo do método alternativo
(ALCAC-18) validando-o para a detecgdo da substéncia dopante cafeina,
identificada como a mais freqiente substancia proibida detectada em amostras
coletadas de cavalos de corrida que participam de torneios no Jockey Club

Brasileiro.

7.3. Aplicagao do Método ALCAC-18 para determinagao da
cafeina

A aplicagdo do método ALCAC-18 obtido pela adequacdo do Método
Alcalins Sur C18 para detecgdo da substdncia dopante cafeina em matrizes
biolégicas requer sua caracterizagdo a luz dos procedimentos analiticos
praticados no LAD/JCB. Por questdes didaticas, o tema sera abordado segundo
0s subitens a seguir apresentados que descrevem o0s procedimentos

relacionados a extragdo e detecgéo por analise cromatografica da cafeina.

20 . . . . . -
A atual denominagao “u” para caracterizar unidade de massa atémica substitui a denominagao
hoje arcaica “uma” originada do inglés “amu” (atomic mass unit).
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7.3.1. A Substancia dopante cafeina

Conforme caracterizado no Capitulo 5 no contexto das 121 substancias
(agentes dopantes) rastreadas, a cafeina possui papel de destaque tal o grau de
sua incidéncia nos ensaios realizados no laboratorio de controle de dopagem do
Jockey Club Brasileiro (LAD/JCB).

Os incidentes de doping que deram estimulo a introdugdo da rotina de
testes de dopagem aconteceram na Inglaterra entre os anos de 1960 e 1965.
Nesses primeiros casos, varias tentativas foram realizadas de dopar os cavalos,
com o uso de cafeina, com o objetivo de vencer (Tobin, 1981). A cafeina [1,3,7-
trimetilpurina-2,6 (3H,1H)-diona] € um derivado trimetilado da xantina (2,6-
dioxipurina), estruturalmente relacionada ao acido urico. A Figura 14 representa

a férmula estrutural da cafeina.

O  CHy

Figura 14. Férmula estrutural da cafeina.
Cafeina (1,3,7 — trimetilxantina) (CAS*'-58-08-2)

Presente em muitos alimentos (café, alguns tipos de cha, guarana, cacau,
dentre outros) a cafeina é consumida pelo homem e pelos animais. Suas
propriedades estimulantes sdo conhecidas ha muitos anos, e a maioria dos
consumidores regulares dos alimentos xantinicos afirma ser beneficiada por
essas propriedades.

Nos esportes, em geral, a cafeina tem sido empregada como agente de
dopagem. Com o propdsito de coibir o uso abusivo da cafeina durante os
eventos esportivos, ela passou a ser controlada e seu uso excessivo proibido,
independentemente da fonte e da forma de exposi¢cédo. A utilizacdo da cafeina
em animais que competem em corridas ¢ ilegal.

Em virtude da inclus&o acidental de casca de cacau na ragao de cavalos, e

conseqliente aumento do aparecimento de casos positivos para cafeina, o

21 CAS, Chemical Abstracts Service Registry Number.
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metabolismo e a eliminagcdo da cafeina no organismo de cavalos foram
amplamente estudados na Inglaterra. Dentre as razdes pelas quais a cafeina
podera se tornar um problema forense encontramos sua facil deteccao, sua
longa meia-vida plasmatica e sua tendéncia a se metabolisar em outras drogas
de facil deteccdo como a teobromina.

Os principais efeitos da cafeina no organismo sdo de estimular o sistema
nervoso central, dilatar os vasos sangliineos coronarianos e estimular a diurese.

Pelo fato da cafeina ou de seus derivados metabdlicos serem detectados
na urina por um longo periodo apds a exposicdo do animal &8 mesma, as chances
de se encontrar um positivo de cafeina s&o relativamente grandes em

comparagao a outras drogas excretadas mais rapidamente (Tobin, 1981).

7.3.2. O processo de coleta de amostras de urina

A urina e o plasma sangulineo constituem as matrizes bioldgicas tipicas
nas analises antidopagem. No contexto da presente pesquisa, que se relaciona
ao controle de dopagem em animais vivos, optou-se por utilizar a urina por ser
biologicamente menos complexa que o sangue, pela simplicidade dos métodos
que lhe sao associados, pelo fato do processo de coleta da urina ndo
representar um procedimento invasivo intrinseco ao procedimento de coleta de
sangue e porque as concentragcées da maioria das substancias dopantes e seus
metabdlicos sdo maiores nesse fluido bioldgico, contrapondo-se aquelas
correspondentes as analises realizadas no plasma sangiineo do animal.

Como material de referéncia para andlise, utiliza-se uma urina negativa®

coletada de cavalos puro-sangue inglés, pertencentes ao laboratério para
controle de dopagem do Jockey Club Brasileiro (LAD/JCB). Como referéncias
para analises em diferentes concentragcbes da presenca da cafeina na urina
utilizam-se amostras-padrao de urina “fortificada” com diferentes quantidades
pré-conhecidas de cafeina pura (material certificado), conforme descrito no bloco

a seguir.

7.3.3. Preparo da solucao estoque padrao de cafeina

No preparo da solugéo estoque padrdo utilizada no processo de extragao e

identificagao da cafeina presente na urina do cavalo de corrida (objeto da analise

22 . A S
Amostra de urina testada para todas as substancias dopantes antes da sua utilizagdo como
material de referéncia.
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antidoping), utilizou-sea substancia cafeina como material de referéncia

certificado e uma balanca analitica MT5-Mettler-Toledo AG de propriedade do
laboratério como forma de se assegurar a rastreabilidade do processo de
medicao, tendo em vista que a referida balanga possui certificado de calibragdo
concedido pelo IPEM (Instituto de Pesos e Medidas do Rio de Janeiro)® que, por
sua vez, é controlado pelo INMETRO, garantindo dessa forma a integridade da
cadeia continua da rastreabilidade.

A solugao-estoque padrdao de cafeina com concentragido final de 0,01
mg/mL foi preparada diluindo-se a substancia cafeina (proveniente da empresa
americana Sigma Chemical Company) em solvente metanol (adquirido da
empresa nacional Tédia Brazil Produtos para Laboratérios Ltda).

Pelo fato de esta solugdo padrao (solugédo-estoque) ter sido preparada a
partir do padrdo de Cafeina cuja massa (mg) foi determinada em uma balanca
analitica com resolugéo de 1ug com credibilidade assegurada pelo Certificado de
Calibracdo (Anexo G) que estabelece, inclusive, a incerteza expandida
associada a medicao (x 0,001 mg) pode-se assegurar que a confiabilidade
metroldgica da solucdo-estoque na concentracdo de 0,01 mg/mL é expressa
pela propria incerteza de medicdo da balanga, ou seja, uma concentragido de
(0,010 £ 0,001) mg/mL. Cabe ainda mencionar que, independentemente da
incerteza de medicdo associada as analises cromatograficas que identificam a
cafeina como substancia dopante, a confiabilidade da solucdo-estoque é
suficiente para assegurar a presenga ou auséncia desta substancia, ja que é

assim considerara independentemente do limite de tolerancia (Threshold).

7.3.4. Padrao interno para validagdao do método analitico

O monitoramento do processo analitico de determinagcao da presenca de
cafeina na urina (indicador de dopagem) foi realizado pela técnica classica da
padronizagdo interna, utilizada para validar as medigbes de massas
(massa/carga, expressas em “abundancia de ions”). Esta solugdo padrao-interno
foi preparada diluindo-se a substancia Diazepam (com concentragao final de 10
ug/mL, adquirida da empresa americana Sigma Chemical Company), utilizada
como material de referéncia certificado em solvente metanol (adquirido da

empresa nacional Tédia Brazil Produtos para Laboratérios Ltda).

% Mais recentemente, o LAD/JCB passou a calibrar sua balanga analitica em um laboratério
credenciado pelo INMETRO (Toledo do Brasil), portanto integrante da Rede Brasileira de
calibragdo (RBC), o que Ihe assegura rastreabilidade ao Sistema Internacional de Unidades, por
intermédio do padrao de massa do INMETRO.
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7.3.5. Extracao das amostras

A extragdo de analitos de amostras de matrizes bioldgicas constitui uma
etapa critica em todo o processo de analise de substancias dopantes ja que
deve ser minimizada a presencga de interferentes extraidos com os analitos em
questdo. Essa etapa de pré-tratamento da amostra viabiliza a extragcao do
composto de interesse (no presente estudo: cafeina) presente na matriz
bioldgica utilizada (urina). A técnica utilizada para a extragdo dos analitos da
amostra bioldgica foi por fase sélida (EFS), vantajosa uma vez que permite o
processamento em sistemas de lotes.

Como material de extragao, utiliza-se o cartucho C18 HF (alto fluxo)

3cc/500mg fabricado pela empresa americana Varian Incorporated.

7.3.5.1. Reagentes

Visando caracterizar o processo como um todo, relacionam-se, a seguir, 0s
reagentes utilizados no procedimento de preparagcdo das amostras. Reagentes:
Acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, hexano, metanol, estes fornecidos
pela empresa nacional Tédia Brazil Produtos para Laboratdrios Ltda e hidréxido
de amébnio PA, sulfato de amdnio PA, fornecidos pela empresa nacional Isofar
Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda. Em todas as etapas do
processo, utiliza-se agua grau-reagente %, obtida por intermédio do sistema

Milli-Q de purificagdo do préprio laboratério do JCB.

7.3.5.2. Instrumentacao utilizada

Os instrumentos basicos utilizados resumem-se a: (i) balanga analitica
(MT5-Mettler-Toledo AG, com resolugédo de 1ug); (i) cuba a vacuo, para
extragcdo das amostras por fase soélida (Varian Incorporated); (iii) centrifuga
(Marathon, modelo 22K) e (iv) agitador mecanico (Max-Mix Il-série 871, fornecido

por Thermolyne Dubuque IA,USA).

2 Agua ultrapura produzida pelo sistema MILLI-Q plus (MILLIPORE Corporation, USA) que utiliza
cartucho de purificagdo do modelo QPAK1 especifico para agua de alimentacéo destilada.
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7.3.5.3. Purificagao e ajuste de pH das amostras

As amostras de urina (6 mL) foram colocadas em béqueres. Apos adigéo
de 3mL de agua ultra-pura e 100 uL da solugido de padrao interno, estas foram
submetidas a hidrélise com 500 mg de sulfato de amoénio, deixando-se em
repouso por 10 min, o pH de cada uma foi ajustado na faixa de 9,4 a 9,8 pela
adicéo de solugéo de amoniaco 10%. As amostras foram centrifugadas por 20

min a 4000 rpm.

7.3.5.4.Técnica de extragao por fase sélida

Apds o condicionamento dos cartuchos C18HF com 3 mL de metanol e
3mL de agua grau — reagente 1, estes foram carregados com 9 mL da fracao
sobrenadante oriunda da centrifugacdo das amostras. Em seguida, os cartuchos
foram lavados com 3 mL de agua grau — reagente 1 e secos por 3 min, lavados
com 6 mL de hexano e novamente secos por 2 min; todas as fragdes recolhidas
foram descartadas. Foram colocados tubos de ensaio limpos e identificados para
a eluicdo com 6 mL de cloroférmio. Os extratos foram recolhidos e transferidos
para capsulas de evaporagdo, onde permaneceram por uma noite. A Figura 15
ilustra a extracao por fase sélida.

Os residuos obtidos da evaporagdo foram retomados com 400 ulL de
diclorometano e transferidos para frascos de amostras do tipo vial, identificados
de maneira correspondente aos tubos de ensaio. Os extratos foram novamente
evaporados a temperatura ambiente e os residuos resultantes ressuspensos

com 50 puL de acetato de etila.

Figura 15. Extragdo por fase soélida com equipamento
denominado cuba a vacuo.
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7.3.6. Procedimento analitico de separagcao e detecgcao das
amostras

Para a analise e deteccao das amostras a técnica utilizada foi a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O Jockey Club
Brasileiro dispdée de um cromatdografo a gas (modelo 5890) acoplado ao
espectrdmetro de massas (modelo 5972, CGEM, fabricado pela Hewlett
Packard). Neste equipamento foram realizadas todas as analises pertinentes ao
trabalho. A Figura 16 ilustra o sistema cromatdgrafo a gas/espectrometro de

massas.

Figura 16. Sistema cromatégrafo a gas /
espectrometro de massas.

7.3.6.1. Gas de arraste utilizado na cromatografia

Para a analise instrumental utilizou-se o gas Hélio como fase mdvel (gas
de arraste). Foram usados cilindros de Hélio N-50 (pureza > 99,999%)

fornecidos pela empresa nacional Air Liquide Brasil Ltda.

7.3.6.2. Analise cromatografica

Concluida a etapa de extragcdo das amostras, seus extratos foram
submetidos a uma analise cromatografica. A coluna cromatografica é do tipo
capilar (0,25 mm de didmetro interno) com as seguintes especificagbes: fase
estacionaria de 35% fenilmetilpolisiloxano, 30 m de comprimento, e 0,25 um de
espessura de filme. O método € aplicado com os parametros instrumentais: as
temperaturas do injetor e da interface sdo fixadas em 280 °C e 295 °C,
respectivamente. Os modos de operagdao do forno sdo programados para as

seguintes condic¢des: temperatura inicial 60 °C; taxas de programacéao: 22°C/min
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até 200°C; 10°C/min até 270 °C e 30°C/min até 305 °C por 6 min. As injegdes
sao feitas no modo sem divisao de fluxo “Splitless” utilizando-se Hélio como gas
de arraste. (fluxo: 0,9 ml/min) O volume de inje¢cdo da amostra foi de 1 uL. As
analises foram realizadas no modo de impacto de elétrons (IE), com energia de
ionizagdo de 70 eV. A faixa de varredura (modo: “scan”) € de (40 a 550) u

(unidade de massa atdémica).

7.4. Qualificagao do Método ALCAC-18

Nao obstante a adequabilidade do método acima descrito a deteccédo da
substancia dopante cafeina, faz-se necessario qualifica-lo a luz de fatores
criticos (atributos da robustez do método) de sorte a sua incorporagao a pratica

do LAD/JCB. A validagao do método constitui objeto do préximo capitulo.
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