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Os eventos esportivos que envolvem cavalos têm regulamentos rigorosos no sentido de proteger a saúde e o bem-estar dos animais, bem como zelar pelo aprimoramento da raça.  Nesse sentido, a lista de substâncias proibidas é bastante extensa, abrangendo desde substâncias que promovem ganho artificial de desempenho até medicações que tiram a dor permitindo que o animal participe da prova, mas que ao término do exercício estará com o quadro clínico bastante piorado. É o caso do amplamente disseminado uso de antiinflamatórios, que são os responsáveis pela grande quantidade de animais claudicantes e que terminam prematuramente a carreira de cavalo atleta.

O presente trabalho propõe um método qualitativo para a detecção de 25 antiinflamatórios não esteroidais  (AINEs) em urina de equídeos com vistas ao controle da dopagem em esportes que envolvem esses animais.

O método consiste de uma extração líquido-líquido (LLE) em pH 3,5 com acetato de etila-éter dietílico (1:1) seguida de purificação com solução saturada de bicarbonato de sódio e concentração da fase orgânica sob fluxo de N2. A detecção foi feita por LC-MS/MS em ionizações positiva e negativa. Os padrões internos foram o ácido beta-naftóico para análise conduzida em ionização negativa e 7-hidroxietilteofilina para ionização positiva.

Os equipamentos analíticos utilizados foram um HPLC Agilent modelo 1100 acoplado a espectrômetro de massas Applied Biosystem, modeo API 2000. Coluna cromatográfica: X-Bridge C18 150 mm x 4,6 mm, 5 um da Waters; fase móvel metanol-acetato de amônia 1mM, no seguinte gradiente do componente orgânico: 65% por 1,5 minutos >>> 5% até 7 minutos >>> 65% até 11 minutos. Fluxo 0,5 ml/min; temperatura da coluna 40oC; temperatura da bandeja do injetor 5oC; volume de injeção 15 ul e tempo de corrida 11 minutos. A detecção foi feita no modo MRM com até 3 transições para cada substância analisada.

A validação do método qualitativo contemplou os seguintes parâmetros: seletividade, carry over, limite de detecção (LOD) e robustez. No valor de LOD de cada substância foi calculada a margem de segurança do resultado, com intervalo de confiança de 95,45% (k = 2).

Os resultados mostraram que o método proposto é seletivo, não apresentou carry over e mostrou limites de detecção que satisfazem completamente as necessidades do controle da dopagem em equídeos para essas substâncias. Os ensaios de robustez mostraram que o método é robusto, mas a temperatura de evaporação do solvente de extração deve ser ≤ a 45oC.

Esse método está sendo utilizado na rotina analítica do laboratório para triagem de AINEs nas amostras de urina de cavalos.
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