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9.
CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES

A investigacdo das substéncias dopantes mais frequentes na atividade
turfistica brasileira e a adequacao e validagcao de um método analitico alternativo
para detecgdo de substancias dopantes presentes em matrizes biolégicas de
cavalos de corrida caracterizam os principais temas de pesquisa que
consubstanciaram a presente dissertacdo de mestrado. Para fundamentar o
desenvolvimento da pesquisa o trabalho considerou o estudo de caso
relacionado a experiéncia do Laboratério Antidoping do Jockey Club Brasileiro
(LAD/JCB) e o impacto de um novo método analitico proposto na confiabilidade

metroldgica do laboratorio.

Comprovada ser a cafeina a substancia proibida mais frequentemente
detectada em matrizes biolégicas (urina) identificadas pelas analises
cromatograficas de rotina realizadas pelo LAD/JCB, a pesquisa concentrou-se na
validacdo do método para essa substincia. Tomando por base o método
analitico “Methode Alcalins Sur C-18 desenvolvido pelo “Laboratoire LAB-
Contréle antidopage” da Franga, cujo direito de uso resultou de acordo de
cooperagao entre o Laboratério Francés e o LAD/JCB, denominado na presente
dissertacdo de método fonte, modificagbes analiticas foram introduzidas para
adequa-lo ndo apenas as condigbes laboratoriais e instrumentais do Laboratorio
Antidoping do Jockey Club Brasileiro, mas, principalmente, para valida-lo como
um método robusto capaz de impactar de forma decisiva na consolidagdo da
confiabilidade metrolégica do proprio LAD/JCB, método este aqui denominado
Método ALCAC-18 ja que se fundamenta em pesquisa de substancias alcalinas
com coluna de extragao pela fase solida de octadecil-silano.

Conforme evidenciado pelos resultados consolidados da pesquisa, o
método foi validado (i) segundo os sete fatores criticos convencionais: limite de
detecgdo, sensibilidade, exatiddo, linearidade, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade), recuperagcdo e robustez e (ii) com base em um novo fator

critico proposto e denominado “valor-limite de determinac&o”. Aprofundando a

pesquisa no entendimento desse novo fator critico proposto, foi possivel mostrar

que o “valor-limite de determinacdo” ndo apenas reflete (a) um conhecimento

mais preciso do teor de cafeina nas amostras analisadas, para as diferentes
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concentragoes estudadas, que caracteriza o que se costuma denominar “faixa de
nao confiang¢a”, mais especificamente faixas de falsos-positivo e falsos-negativo
associados a substancia dopante cafeina presente nos fluidos biolégicos (urina
de cavalos de corrida) analisados como também (b) mostrou-se como
conveniente estimativa da incerteza da medi¢gdo associada a uma analise
qualitativa da presenca da cafeina nessas amostras. No que concerne o novo
método propriamente dito, para as aplicagbes do LAD/JCB, o método proposto
(ALCAC-18) introduz melhorias no método fonte (Alcalins SUR C-18)
notadamente nos seguintes aspectos: reducdo do volume da matriz biologica
requerida, de 6 para 4 mL; reducdo do tempo de centrifugagao das referidas
amostras, de 35 para 20 min e reducdo da diluicdo aquosa da amostra a ser
analisada, de 12 para 9 mL, dentre outros beneficios que qualificam o método
alternativo para suas aplicacbes no LAD/JCB e para uso em ambientes
laboratoriais que ndo possuem acesso a instrumentacao cientifica periférica nao-
automatizada, compativel com a realidade de laboratérios brasileiros que nao
conseguem manter grau de automacao comparavel ao dos laboratdrios
estrangeiros mais sofisticados.

Confirmando a aplicabilidade desse novo fator critico “valor-limite de

determinacdo” adotado pelo LAD/JCB como um atributo relevante para a
validacdo qualitativa do método, o novo fator critico proposto estabelece um
critério para tomada de decisdao que orienta o analista a evitar repeticoes
desnecessarias de analises cromatograficas néo triviais. Apresenta-se, ainda,

como indicador da confiabilidade dos resultados de positividade em amostras

analisadas, agregando credibilidade aos laudos emitidos pelo LAD/JCB,
atendendo expectativas de criadores de animais e apostadores, com redugao
dos conflitos forenses, uma vez que laudos positivos acarretam sancgdes
usualmente aplicada aos infratores segundo as regras preconizadas pelo Codigo
Nacional de Corridas.

Nao obstante o complexo processo de validagdo do método ALCAC-18,
que envolveu um numero da ordem de 180 experimentos, este se mostrou mais
adequado as condi¢des laboratoriais do LAD/JCB que o método original francés
“Methode Alcalins Sur C-18", uma vez que permitiu agregar credibilidade aos
resultados relacionados a deteccdo de substancias dopantes inerentes a
atividade turfistica brasileira.

Ainda como contribuicdo considerada relevante, destaca-se o novo método
proposto de correcao dos resultados originais da cromatografia, resultados esses

corrigidos pelo desvio local em relacao a média do padrao interno de diazepam


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212158-CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0212158-CA

Programa de Pés-Graduagao em Metrologia da PUC-Rio 144

utilizado na calibracdo da medicédo de cafeina. A técnica mostrou-se eficaz uma
vez que reduz o desvio padrao relativo do resultado cromatografico dos ions
caracteristicos e suas razdes.

Outra contribuicdo do presente desenvolvimento refere-se ao complexo
procedimento de preparo das amostras de urina, antes fortificadas por um
método indenpendente fragmentado e atualmente, por uma “solugao fortificada
em batelada”, para posterior fragmentacao e analise. Embora possa parecer
trivial, expressivo componente dos desvios do padrao interno de diazepam ( que
deram origem ao fator de corregéo da cromatografia da cafeina) resultou dessa
técnica hoje substituida de preparagédo das amostras de urina. Mesmo nao tendo
sido utilizada na formulagdo desta pesquisa (ja que percebida na sua fase
conclusiva) se encontra hoje efetivamente implementada nas rotinas internas do
LAD/JCB tendo reduzido incertezas, tempo de preparo e maior confiabilidade
nos atuais resultados analiticos.

Como contribuigdes indiretas da pesquisa, creditam-se ainda os seguintes
beneficios da presente dissertacdo de mestrado (i) a elaboragdao de um
Procedimento Operacional Padrao (POP) para validagao qualitativa de métodos
analiticos (internamente denominado “Método Generico de Validacao
Qualitativa”), aplicavel a todos os métodos qualitativos praticados no LAD/JCB,
fundamentado nos fatores criticos tradicionais € no novo fator critico proposto

valor-limite de determinac&o acima caracterizado; (ii) a solugdo de um problema

interno de ordem técnica do laboratoério para controle de dopagem do Jockey
Club Brasileiro, com impacto em questdes essenciais que sdo inerentes a
confiabilidade metroldgica do laboratdrio; (iii) atribuicao de maior independéncia
técnico-cientifica ao LAD/JCB, que tendo enfrentado os desafios associados a
necessidade de adequacéo e validagado de novas metodologias analiticas de seu
interesse, sente-se mais capacitado para enfrentar outros desafios que ou
limitam a sua atuagdo ou impactam na confiabilidade metrologica de sua agao
global e (iv) a introdugcao de uma nova linguagem mais cientifica, colaborando
para interromper uma cadeia de dificuldades com a pratica de “jargdes” usuais
nem sempre corretos e adequados ao ambiente técnico-cientifico laboratorial.
Nem sempre tangiveis ou mensuraveis, credita-se, também, ao presente
trabalho experimental um expressivo avango na implementagdo do sistema da
qualidade do Laboratorio Antidoping do Jockey Club Brasileiro, certamente hoje
melhor capacitado para perseguir na importante conquista de um processo de
acreditacao junto ao INMETRO da sua competéncia técnica, assegurando-lhe

nao apenas ampla credibilidade por parte de seus usuarios e associados mas
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reconhecimento internacional assegurado pelo acordo de reconhecimento mutuo
que lhe confere o cobicado processo de acreditacao.

Entendendo que nenhum trabalho dessa complexidade se esgota em si
mesmo requerendo um esforgo continuado, recomendam-se, como continuagao
natural dos desenvolvimentos consolidados pela presente pesquisa de mestrado:
(i) a implementagcdo de melhorias visando uma redugao da incerteza associada
ao método analitico proposto, hoje estimada em patamares superiores a 15%,
valor que, aparentemente elevado, ainda reflete os niveis das principais técnicas
cromatograficas aplicaveis as analises para identificagdo da substancia cafeina
em fluidos biolégicos de cavalos de corrida; (ii) sucessivas validagdes do novo
método proposto no sentido de estabelecer o grau de sua aplicabilidade
(incerteza) na detecgao de outras substancias proibidas usualmente presentes
em fluidos bioldgicos inerentes a atividade turfistica e (iii) a busca de uma maior
universalizacdo dessas metodologias analiticas hoje fortemente atreladas as
condic¢des laboratoriais e instrumentais.

Considerando o escasso numero de laboratérios antidoping (para humanos
e animais) ainda existentes no Pais e a pouca experiéncia internacional na
operacdo dessa atividade no Brasil, a exemplo da excelente cooperacdo
cientifica estabelecida pelo LAD/JCB, que culminou com a cessado pelo
laboratério francés “Laboratoire LAB-Contréle Antidopage do método fonte
"Methode Alcalins Sur C-18" e que viabilizou o presente desenvolvimento,
fortemente recomenda-se investir no intercambio cientifico interlaboratorial,
principalmente com laboratérios congéneres de paises que acumulam maior
experiéncia na area. Constitui crenga ndo apenas da dire¢ao do LAD/JCB, mas
de toda a sua equipe técnica, que a acreditagdo do LAD/JCB como forma
explicita de reconhecimento formal de sua competéncia técnica constitui pré-
requisito inevitavel a conquista e materializacdo desses novos desafios ora

delineados.
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