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Resumo

Lima, India Maria Hiluf de. Confiabilidade metrolégica do Laboratoério
Antidoping do Jockey Club Brasileiro. Estudo de caso: validagao de
método analitico para determinag¢ao de cafeina em urina de cavalos
de corrida. Rio de Janeiro, 2004. 197p. Dissertacdo de Mestrado —
Programa de Poés-Graduagdo em Metrologia. Area de concentracdo:
Metrologia para Qualidade e Inovagéo. Pontificia Universidade Catdlica do
Rio de Janeiro (PUC-RiI0).

A presente pesquisa de mestrado relaciona-se ao desenvolvimento e a
validacdo de um método analitico para detec¢ao de substancias proibidas em
matrizes biolégicas de cavalos de corrida e seu impacto na confiabilidade
metroldgica de servigos laboratoriais voltados a atividade turfistica visando (i) a
especificagdo de desempenho de um laboratério antidoping capacitado para
identificar a presenca de substancias proibidas acordadas pela “industria de
carreiras de cavalo”; (i) a adequagao as condi¢des brasileiras dos métodos
analiticos aplicaveis a determinagdo antidoping em matrizes bioldgicas de
animais em competicdo e (iii) a definicho de um padrdo de exceléncia
harmonizado aos critérios da International Federation of Horseracing Authorities
entendidos como instrumentos para a conquista do credenciamento do
laboratério antidoping e subsequente participacdo em acordos internacionais de
reconhecimento mutuo. Para fundamentar o desenvolvimento da pesquisa, o
trabalho considerou como estudo de caso o Laboratorio Antidoping do Jockey
Club Brasileiro (LAD/JCB).

Original no seu escopo, o trabalho contribui para ampliar a abrangéncia da
atividade de acreditacéo laboratorial no Brasil tendo em vista tratar-se de uma
nova categoria de laboratério de ensaio ainda nao existente na matriz
laboratorial credenciada cuja confiabilidade laboratorial foi desenvolvida a luz
dos critérios da norma internacional ISO/IEC 17025.

No contexto do desenvolvimento sdo ainda discutidos aspectos relevantes
relacionados ao sistema da gestdo laboratorial; expressdo das incertezas de
medi¢cdo associadas a determinagdo antidoping em consonancia a praticas e
procedimentos internacionalmente consensados; capacitacdo de pessoal técnico
especializado; rastreabilidade ao Sistema Internacional de Unidades (Sl) e
validacdo e adequacdo de metodologias analiticas utilizadas em laboratorios
antidoping.

Atengado particular é direcionada ao “Methode Alcalins Sur C-18,
desenvolvido pelo “Laboratoire LAB-Contréle antidopage” da Franga, aplicavel a

determinagdo da presenca de substancias dopantes em matrizes biologicas
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(urina) de cavalos de corrida, utilizado como método fonte para o
desenvolvimento de um método alternativo adequado as condig¢des laboratoriais
do Laboratério Antidoping do Jockey Club Brasileiro e moldado a deteccao de
substancias dopantes mais freqlientes na atividade turfistica brasileira.

Tendo a cafeina sido estatisticamente identificada a substéncia mais
presente nas andlises realizadas pelo Laboratério Antidoping do Jockey Club
Brasileiro ao longo de seus sete anos de atuagao, o “Methode Alcalins Sur C-18"
foi adequado e validado para sua determinagdo analitica. A pesquisa
desenvolvida atribuem-se, também, créditos pela introdu¢cdo de um novo atributo
na validacdo qualitativa da metodologia, denominado “valor-limite de
determinacgao”, subsidiando a determinagido de uma faixa de concentragao, para
que resultados incorretos (“falso-positivos” e “falso-negativos”) ndo constem de
laudos emitidos.

Adicionalmente a adequacdo e validaggo do método analitico
desenvolvido, a pesquisa de mestrado contribuiu ndo apenas para atribuir
visibilidade a uma nova categoria de laboratérios, mas, principalmente, para
preparar o Laboratoério Antidoping do Jockey Club Brasileiro para demonstrar sua
competéncia técnica como estratégia de conquista de um credenciamento
internacionalmente reconhecido.

A presente pesquisa de mestrado voltada ao equacionamento de um
problema inédito no Brasil de interesse da industria relacionada a atividade
turfistica desenvolveu-se no contexto do Convénio FINEP/MCT no.
22.01.0692.00, Referéncia 1974/01, que aportou recursos do Fundo Setorial
Verde Amarelo para direcionar o esforgo de pesquisa em metrologia para a
solucdo de dez projetos-piloto de interesse da industria. No caso especifico da
presente pesquisa intitulada Confiabilidade metrolégica do Laboratdrio
Antidoping do Jockey Club Brasileiro. Estudo de caso: validagao de
método analitico para determinagdao de cafeina em urina de cavalos de
corrida colaboraram o Programa de Pés-Graduagdo em Metrologia da PUC-Rio,
o Laboratério Antidoping do Jockey Club Brasileiro, o Centro de Energia Nuclear
na Agricultura da Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), a Sociedade
Brasileira de Metrologia (SBM) e a Delft University of Technology da Holanda
(TUDELF), que somam esfor¢cos para consolidar no pais uma nova area em
Metrologia em Quimica.

Adicionalmente a disponibilizacdo de um método analitico para deteccao
da substancia cafeina, adequado e validado as condigcbes do LAD/JCB, a

pesquisa contribuiu com a proposicda de uma nova técnica para preparo e
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fracionamento de amostras que impacta na reducdo de incertezas da
cromatografia da cafeina, notadamente pelo ajuste no padrdao interno

(diazepam), inclusive racionalizando a pratica experimental.

Palavras-chave

Laboratério antidoping; confiabilidade metrolégica; adequacido e
validacdo de métodos analiticos; metrologia quimica; dopagem; qualidade
laboratorial; cafeina; atividade turfistica.
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Abstract

Lima, India Maria Hiluf de. Metrological reliability of the Antidoping
Laboratory of the Brazilian Jockey Club. Study case: validation of
analytical method for determination of caffeine in urine of race horses.
Rio de Janeiro, 2004. 197 pages. Master's Degree Paper — Graduate
Program in Metrology for Quality and Innovation. PUC-Rio (Rio de Janeiro
Pontifical Catholic University).

This Master's Degree dissertation addresses the development in
adjustment and validation and the metrological reliability of laboratory services
covering horseracing activities. The work includes (i) the specification of the
performance of an antidoping laboratory capable of identifying the presence of
forbidden substances, as defined by the “horse-racing industry”; (ii) the validation
of analytical methods applicable in doping tests of biological matrices of
competing animals to Brazilian laboratories conditions, and (iii) the definition of a
standard of excellence in harmony with the criteria of the International Federation
of Horseracing Authorities as the tools utilized for the accreditation of the
antidoping laboratory and the subsequent participation in international
agreements of mutual recognition. In order to validate the methodology, the
Brazilian Jockey Club Antidoping Laboratory (LAD/JCB) was used as a study-
case.

Original in its scope, this work contributes towards the widening of the
accreditation of laboratories in Brazil, considering the fact this new category of
testing laboratories is still nonexistent within the Brazilian network of accredited
testing laboratories which considers the international standard ISO/IEC 17025 as
the basic criteria.

With regard to development, some relevant aspects are still being
discussed in relation to the laboratory management system: the unreliability of
the measurements for the determination of doping, in view of internationally
accepted practices and procedures; qualification of specialized technical
personnel; traceability of Sl (the International Unit System) and the validation and
adjustment of analytical methodologies utilized in antidoping laboratories.

Special attention is dedicated to “Methode Alcalins Sur C-18”, developed by
Laboratoire LAB-Contréle Antidopage in France, applicable to the determination

of the presence of doping substances in the biological matrix (urine) of
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racehorses, used as method source for the development of an alternative method
adjusted to the Antidoping Laboratory of the Brazilian Jockey Club conditions and
molded to detection of the more frequents doping substances in the brazilian
horserancing activities.

Having the caffeine been the doping substance statistically identified as the
most frequent in the tests carried out by the Brazilian Jockey Club Antidoping
Laboratory, along its seven years of services, the “Methode Alcalins Sur C-18"
was adapted and validated for its analytical determinations. The applied research
carried out was also credited with the introduction of a new attribute to the
methodology qualitative validation, designated as “limit-value for determination”,
which provides key-information for the determination of a concentration band, in
order that incorrect results (“false-positive” and “false-negative”) do not appear in
the laboratory reports usually issued.

Besides the adaptation and validation of the analytical method thus
developed, this Master’s Degree dissertation contributes not only towards greater
visibility of a new category of laboratories, but mainly to the preparation of the
Brazilian Jockey Club Antidoping Laboratory to demonstrate its technical capacity
as a policy and strategy for becoming in the near future an internationally
recognized accredited laboratory.

The present M.Sc. Dissertation addresses the metrological reliability of
antidoping laboratories, a pioneering issue in Brazil, aiming at the solution of a
problem related to the horse-racing industry. It was developed under the financial
support of the FINEP/MCT Agreement no. 22.01.0692.00, Reference 1974/01
(Green-Yellow governmental Sectoral Fund) which droved research cooperative
efforts in metrology to the solution of ten pilot-projects. In this case specifically,
cooperated to the development of the M.Sc. research entitled Metrological
reliability of the Antidoping Laboratory of the Brazilian Jockey Club. Study
case: validation of analytical method for determination of caffeine in urine
of race horses the following institutions: Post-Graduate Program in Metrology of
PUC-Rio; the Antidoping Laboratory of JCB, Agriculture Nuclear Center of
University of Sdo Paulo (CENA/USP); the Brazilian Society of Metrology and the
Delft University of Technology from Netherlands, closely cooperating to
consolidate a new area of research in Metrology applied to Chemistry.

Besides the availability of an analytical method applicable to the
determination of caffeine, adapted and validated to the Antidoping Laboratory of
the Brazilian Jockey club conditions, the research contributes with a new

technique in samples preparations and divisions that impacts in the uncertainties
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reduction of caffeine’s chromatography, specially for the adjustment in the

internal standard (diazepan), also rationalizing the experimental practice.

Key-Words

Antidoping laboratory; metrological reliability; adjustment and validation of
analytical methods; chemical metrology; doping; laboratory quality; caffeine;
horse racing activity.
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comparagao com dados de referéncia da Biblioteca AORC.
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Figura 31. Razao entre ions versus concentragao de cafeina (ng/mL),
indicando as barras dos componentes da incerteza propagada, devido ao
desvio padrao de cada ion.
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Lista de tabelas

Tabela 1. Precisao do fluxo do gas de arraste e do volume de inje¢ao do
injetor automatico.

Tabela 2. Sintese dos resultados das Tabelas |-3 e |-4.

Tabela 3. Média das razdes entre os ions 194, 109 e 67 e componentes
das incertezas associadas devido ao desvio padrao.

Tabela 4. Area do ion 194 subtraido o valor da area respectiva no
“branco” de urina.

Tabela 5. Sintese dos resultados dos valores da Exatidao.
Tabela 6. Sintese dos resultados das Tabelas 1-11 e I-12.
Tabela 7. Sintese dos resultados das Tabelas 1-13 e [-14.

Tabela 8. Média das razdes entre os ions 194, 109 e 67 e componentes
das incertezas associadas devido ao desvio padrdao no primeiro dia de
analise.

Tabela 9. Média das razdes entre os ions 194, 109 e 67 e componentes
das incertezas associadas devido ao desvio padrao no segundo dia de
analise.

Tabela 10. Sintese dos resultados das Tabelas I-19 e 1-20.

Tabela 11. Média das razdes entre os ions 194, 109 e 67 e componentes

das incertezas associadas devido ao desvio padrao.
Tabela 12. Sintese dos resultados das Tabelas I-3 e I-4.

Tabela 13. Concentracdes e probabilidades associadas a cada
concentragao.

Tabela A-1. Substancias proibidas relacionadas segundo suas acoes
farmacoldgicas.

Tabela I-1. Teste de rejeigao de resultados (Teste de Grubbs).
Tabela I-2. Teste Q- Critério de Dixon.

Tabela I-3. ions caracteristicos da cafeina: Medigdes e Calculos
Estatisticos. Dados originais.

Tabela I-4. ions caracteristicos da cafeina: Medicdes e Calculos
Estatisticos. Dados corrigidos.

Tabela I-5. Calculo da exatidao para as cinco concentragdes indicadas.
Tabela I-6. Calculo da exatidao para as cinco concentragdes indicadas.
Tabela I-7. Teste de rejeigao de resultados (Teste de Grubbs).

Tabela I-8. Teste Q - Critério de Dixon.

Tabela I-9. Teste de rejeicao de resultados (Teste de Grubbs).

Tabela I-10. Teste Q - Critério de Dixon.

Tabela I-11. ions caracteristicos da cafeina: Medices e Calculos
Estatisticos. Dados originais.

81
111

111

114
120
125
125

125

126
134

134
139

140

154
165
166

167

170
173
176
179
180
181
182

183


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212158-CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0212158-CA

Programa de Pdés-Graduagdo em Metrologia da PUC-Rio

Tabela I-12. ions caracteristicos da cafeina: Medi¢des e Calculos
Estatisticos. Dados corrigidos.

Tabela I-13. ions caracteristicos da cafeina: Medices e Calculos
Estatisticos. Dados originais.

Tabela I-14. ions caracteristicos da cafeina: Medices e Calculos
Estatisticos. Dados corrigidos.

Tabela I-15. Calculo da recuperagao.

Tabela I-16. Calculo da recuperagao.

Tabela I-17. Teste de rejeicao de resultados (Teste de Grubbs).
Tabela I-18. Teste Q- Critério de Dixon.

Tabela I-19. ions caracteristicos da cafeina: Medicdes e Calculos
Estatisticos. Dados originais.

Tabela I-20. ions caracteristicos da cafeina: Medi¢des e Calculos
Estatisticos. Dados corrigidos.
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Lista de quadros

Quadro 1. llustragao artistica da chamada do Grande Prémio Brasil —
2004.

Quadro 2. Classificagcao das substancias proibidas em fun¢do de suas
acoes farmacoldgicas.

Quadro 3. Lista de substancias contaminantes ou dopantes em fungao
dos respectivos limites de tolerancia predefinidos pela International
Federation of Horseracing Authorities (IFHA)

Quadro 4. Principais “substancias proibidas”, total de ensaios realizados
nos anos indicados e casos positivos de dopagem detectados nos anos
indicados.Diagnéstico referente ao periodo de 1996 a 2002.

Quadro 5. Classificacao de erros, caracteristicas e fontes de erros
freqlentes em laboratérios de ensaio.

Quadro 6. Sintese dos resultados da validagéo para o fator critico
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Lista de Abreviaturas e Simbolos

ABNT — Associacgao Brasileira de Norma Técnicas

AORC — Association of Official Racing Chemists

ARCI - Association of Racing Commissioners International, Inc.
BIPM — Bureau Internacional de Pesos e Medidas

CGEM - Sistema cromatografo a gas/ espectrometro de massas
CGPM - Conferéncia Geral de Pesos e Medidas

CITAC — The Cooperation on International Traceability in Analytical
Chemistry

CNC - Cddigo Nacional de Corridas

EFS — Extragao por fase sdlida

IAF — International Acreditation Forum

IE — lonizacao por impacto de elétrons

IEC — International Eletrotechnical Comission

IFHA — International Federation of Horse racing Authorities

ILAC — International Laboratory Accreditation Cooperation
INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e Qualidade
Industrial.

INPM — Instituto Nacional de Pesos e Medidas

INT — Instituto Nacional de Tecnologia

IPEM — Instituto de Pesos e Medidas do Rio de Janeiro

IPT — Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

ISO — Organizacao Internacional de Padronizacgao (do inglés, “Inernational
Organization for Standardization”)

JCB — Jockey Club Brasileiro

LAD/JCB — Laboratério para controle de dopagem do Jockey Club
Brasileiro

NBR — Normas Brasileiras

NIST - Instituto Nacional para Padrées e Tecnologia dos Estados Unidos
(do inglés, “National Institute for Standards and Technology, USA”)
PSI — Puro Sangue Inglés

rom — Rotag¢des por minuto

S| — Sistema Internacional de Unidades

TR — Tempo de Retengéo

u — Unidade de massa atbmica
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ucc — unidade indicada pelo cromatografo, proporcional aos impactos do
ion caracteristico da cafeina captados pelo detector acoplado ao
cromamtégrafo (visualizados pelas areas dos picos cromatograficos

medidos por integral de area).

ucd — unidade indicada pelo cromatégrafo, proporcional aos impactos do
ion caracteristico do padrao interno de diazepam captados pelo detector
acoplado ao cromatdgrafo (visualizados pelas areas dos picos

cromatograficos medidos por integral de area).

VIM — Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais de

Metrologia.
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