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RESUMO

Nos processos de tratamento de agua potavel sdo utilizados produtos quimicos
clorados para garantir o nivel de seguranca sanitaria e controlar as doencas de
veiculacao hidrica. Contudo, a adicdo desses acarreta a formacéo de Subprodutos da
Desinfeccdo (SPD), gerados através de reagdes quimicas indesejaveis entre os
precursores em agua e produtos a base de cloro. Os principais precursores da
formacdo dos SPD sdo a Materia Organica Natural (MON), matéria algacea e a
carbonacea. A formacao do SPD Cloro Hidrato (CH) ndo ocorre naturalmente na agua
e para a populacdo, a maior via de exposicdo ao CH ocorre através da agua de
abastecimento. O objetivo geral deste trabalho foi o de estimar o risco toxicolégico do
CH e sugerir um Valor Maximo Permitido (VMP) em agua potavel para ser inserido na
préxima revisado da legislacédo que regulamenta os padrées de potabilidade no Brasil,
a fim de evitar riscos a salde da populacdo. Para tal, foi necessario determinar a
estabilidade da solucdo de CH; estabelecer o Nivel de Efeito Adverso nao Observado
(NOAEL) e o Nivel do Menor Efeito Observado (LOAEL) através de bioensaios em
diferentes modelos animais, além de calcular e sugerir o VMP de CH em agua potavel.
Foi utilizado sal de CH P.A. e a estabilidade da concentracdo da solucao foi analisada
periodicamente pela técnica de cromatografia a gas. Na realizagcdo dos bioensaios
foram utilizados ratos Wistar machos que foram submetidos aos testes do campo
aberto, rotarod, inducdo de sono e analises bioquimicas. Considerando os dados
obtidos pode-se concluir que: a estabilidade da solucdo de CH é relativamente
elevada, pois apresentou uma tendéncia de decaimento apenas entre 17 e 21 dias
apos sua preparacao, sendo adotado preventivamente o tempo maximo de uso da
solugdo de 11 dias; foi identificado o NOAEL na dose de 9,60 mg.kg*.d?, sendo o
mesmo utilizado para o calculo do VMP, obtendo-se o valor de 2,3 mg.L* de CH;
considerando o valor de LOAEL na dose de 0,96 mg.kg™t.dt,0 VMP calculado foi de
0,023 mg.L* de CH; o VMP de 0,023 mg.L* de CH obtido pelo calculo utilizando o
LOAEL esta préximo do VMP citado pela Australia e Nova Zelandia que € 0,02 mg.L"
! para este composto.

Palavras-chave: Avaliacdo de risco, Cloro Hidrato, NOAEL, LOAEL, Subprodutos da
Desinfeccgao.



ABSTRACT

In the process for production of drinking water, chlorinated chemicals are commonly
used to obtain sanitary safety and control of diseases in which water could serve as a
vehicle. However, they are responsible for the propagation of Disinfection By-products
(DBP) generated through reactions amongst precursors and chlorine-based products.
The main precursors of DBP formation are Natural Organic Matter (NOM), algae and
carbonaceous matter. Formation of DBP Chloral Hydrate (CH) does not occur naturally
in water. For the population, the major route of exposure to CH occurs through the use
of drinking water. The overall objective of this work was to estimate the toxicological
risk of CH and to suggest a Maximum Contaminant Levels (MCL) in drinking water to
be inserted in the next revision of the Brazilian drinking water quality regulation, in
order to avoid risks to the health of the population. For that, it was necessary to
determine the stability of the CH solution; to establish the Non-Observed Adverse
Effect Level (NOAEL) and the Lowest Observed Effect Level (LOAEL) through
bioassays using different animal models; to calculate and suggest the MCL of CH in
drinking water. The salt of CH P.A. was used and the stability of the solution
concentration was analyzed periodically by the gas chromatography technique. In the
bioassays male Wistar rats were used, which were submitted to the open field, rotarod,
sleep induction and blood collection tests for biochemical analyzes. Considering the
obtained data it is possible to conclude that: the stability of the solution of CH is high
and showed a tendency of decay between 17 and 21 days, in this work the time of 11
days was preventively adopted as the maximum time for use of CH solution; NOAEL
was identified at a dose of 9.6 mg.kg™ d* at which was used for the calculation of MCL,
the value of 0.23 mg.L! of CH was obtained; considering the value of LOAEL at the
dose of 0.96 mg.kg*.d?, the calculated MCL was 0.023 mg.L! of CH ; the MCL of
0.023 mg.L* of CH obtained by the calculation using LOAEL is close to the MCL
guoted by Australia and New Zealand which is 0.02 mg.L™.

Key words: Risk Assessment, Chloral Hydrate, NOAEL, LOAEL, Disinfection By-
products.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 70 diversos pesquisadores relatam que a Matéria Organica
Natural (MON) presente nas aguas dos mananciais que sédo captadas pela Estacao
de Tratamento de Agua (ETA), pode reagir com o cloro causando a formacéo de
Subprodutos da Desinfecgdo (SPD) (BELLAR; LICHTENBERG; KRONER, 1974;
LYKINS; KOFFSKEY; PATTERSON, 1994; STEVENS et al., 1976).

Paises como Suécia, Noruega, Alemanha e Gra-Bretanha, a partir da década
de 90, relataram um crescente aumento nos niveis de concentracdo de MON nos
corpos de agua, provavelmente devido a eventos associados a variacfes climaticas
diversas, como o aguecimento global, mudancas na acidificagéo do solo, aumento da
severidade da seca e/ou aumento da intensidade de chuvas (FORSBERG, 1992;
EIKEBROKK et al., 2004; KORTH et al., 2004).

Na maioria das ETA brasileiras, o cloro é utilizado como agente oxidante na
desinfeccdo da agua, tendo em vista seu baixo custo e elevada eficiéncia na
inativacdo de microrganismos patogénicos e na oxidacao de compostos que causam
sabores e odores. Contudo, o uso do cloro viabiliza a formacdo de importantes SPD
(MEYER, 1994).

Quando a aplicacdo desses agentes oxidantes € feita no inicio do tratamento
da agua (pré-oxidacédo), potencializa a formacdo indesejavel de compostos
halogenados de cloro e bromo, sendo estes os principais halogénios formados e,
denominados de Subprodutos da Desinfeccdo (SPD). Alguns destes como o0s
Trialomentanos (THM) e os Acidos Haloacéticos (AHA) sdo reconhecidamente
cancerigenos, o que revela grande interesse de saude publica da questdo aqui
tratada.

Segundo o padrdo de potabilidade de agua para consumo humano atualmente
vigente no Brasil, anexo XX da Portaria Consolidacdo n° 5 (2017), o Valor Maximo
Permitido (VMP) de THM e AHA totais é de 0,1 mg.L* e 0,08 mg.L!, respectivamente.
De modo relevante, a referida legislacdo brasileira ndo menciona o VMP para o CH
(BRASIL, 2017).

O CH é um composto utilizado na medicina veterinaria e humana como sedativo
e hipnotico, sendo também usado na fabricacdo do pesticida diclorodifeniltricloroetano
(DDT) (BUDAVARI, 1996). Além disso, o CH €& um dos principais subprodutos

formados no tratamento da agua potavel, especialmente quanto ao quesito de
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quantidade (DABROWSKA; NAWROCKI, 2009).

Considerando que a 4gua potavel € a principal via de exposi¢do da populacdo
ao CH e, que o VMP para o subproduto ndo é declarado no padrédo de potabilidade
disposto na legislacéo brasileira, esse trabalho se propde:

A realizar ensaios de escala dose-resposta através de bioensaios aplicados a
diferentes modelos animais e propdésitos, de modo a se avaliar o risco toxicolégico a

saude causado pelo CH na agua potavel.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estimar o risco toxicoldgico do Cloro Hidrato (CH) e calcular a concentragéo de
ingestdo tolerdvel ao ser humano para esse subproduto em agua potavel, expresso

em concentragao.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a estabilidade da solu¢éo de Cloro Hidrato (CH) em meio aquoso a
ser empregada nos ensaios toxicoldégicos em animais;

e Estabelecer o Nivel de Efeito Adverso ndo Observado (NOAEL) e o Nivel do
Menor Efeito Observado (LOAEL) através de diferentes bioensaios em modelos
animais;

e Calcular o Valor Maximo Permitido (VMP) da concentracdo de Cloro Hidrato

(CH) em agua potéavel.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Nos processos de tratamento de &gua destinada ao abastecimento, séo
utilizados produtos quimicos clorados e desinfetantes de modo a se garantir o nivel
de seguranca sanitaria exigido e controlar doencas de veiculacéo hidrica. Porém, esse
processo poderd acarretar na formagdo de Subprodutos da Desinfeccado (SPD),
guando por meio de reacfes quimicas entre os compostos clorados e 0s constituintes
da Matéria Organica Natural (MON) como &cidos fulvicos e himicos, matéria organica
carbonacea e algas (PASCHOALATO, 2005). Um destes subprodutos gerados e de
importancia para saude publica é o Cloro Hidrato (CH).

3.1 PRECURSORES PARA A FORMACAO DOS SUBPRODUTOS DA
DESINFECCAO

Os precursores para a formacdo dos SPD na agua potavel sdo a MON,
decorrente de acidos fulvicos e humicos, a eutrofizacdo devido a presenca de
microalgas e cianobactérias, e a presenca de matéria nitrogenada, fosforada
carbonacea. Tais precursores estao intimamente relacionados a poluicdo antropica
através do lancamento de efluentes domeéstico e industrial nos cursos de agua
utilizados como mananciais, tdo bem como as diferentes alteracdes do clima e meio-
ambiente, intensificadas nas ultimas décadas (ESTEVES, 1998 EIKEBROKK; VOGT;
SKJELKVALE, 2003; LILTVED, 2004; FORSBERG, 1992; KORTH et al., 2004).

A MON é considerada a maior precursora para formacdo de SPD, sendo
composta por uma complexa matriz de constituintes organicos (BLACK; BE, 2014). A
MON pode ser de origem autoctone, quando é produzida no interior do corpo de agua,
ou aloctone, quando é transportada a partir de diferentes localidades ao leito do
manacial (EDZWALD, 2011).

Outro precursor da formacdo de SPD é a eutrofizacdo que corresponde ao
aumento da concentracdo de nutrientes, principalmente fésforo e nitrogénio nos
ambientes aquaticos, aumentando, por consequéncia, a populacdo residente de
microalgas e cianobactérias (ESTEVES, 1998). Esse processo pode acontecer de
forma natural ou artificial. Quando ocorre de forma natural, o processo é lento e
gradual no qual o proprio corpo d’agua faz a ciclagem desses nutrientes. A
eutrofizacéo artificial provoca o acumulo excessivo de nutrientes, como nitrogénio e

fésforo, advindos de atividades humanas, que principalmente se finalizam com o
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lancamento de efluentes domésticos, agricolas e industriais em fontes hidricas aliados
ao crescimento populacional e a urbanizacdo desordenada (ESTEVES, 1998).

As algas e cianobactérias, além de trazerem riscos a saude enguanto
potenciais microrganismos patogénicos, podem comprometer o funcionamento das
ETA, como quando do prejuizo de funcdo nas etapas de sedimentacdo e flotacéo e,
guando da formacdo de compostos organicos halogenados prejudiciais a saude
humana (DI BERNARDO; MINILLO; DANTAS, 2010).

No contexto dos prejuizos advindos da atividade antropica, segundo o Instituto
Trata Brasil, (2018), atualmente no pais, 51,92% da populacdo tém acesso a coleta
de esgoto e apenas 44,92% do esgoto do pais é tratado, sendo que mais de 100
milhdes de brasileiros ainda ndo dispbe desse servico e mais de 3,5 milhdes de
pessoas, nas 100 maiores cidades do pais, despejam esgoto de forma irregular, ainda
gue possuam rede coletora disponivel. Em vista disso, em 2013 tiveram 391 mil
internacOes devido a doencas infecciosas causadas por veiculagéo hidrica

A indisponibilidade de agua devido a escassez e ma utilizacdo dos recursos
hidricos tornando-os insuficientes para atender a elevada e crescente demanda,
requer uma busca de recursos alternativos para suprir essa caréncia hidrica. Portanto,
a agua de reuso tem sido pesquisada como alternativa. O reuso direto consiste em
tratar o esgoto ja existentes nas cidades para complementar o abastecimento urbano.
Porém, a agua proveniente do esgoto apresenta alta carga de MON, o0 que acarretara
a formacdo de SPD quando desinfetadas com produtos a base de cloro
(HESPANHOL, 2015).

Entretanto, segundo Hespanhol (2015), paises como Estados Unidos, Africa do
Sul, Australia, Bélgica, Namibia e Singapura, ja utilizam a pratica do reuso direto sem
gue ocorram problemas de salde publica, o reuso direto consiste em empregar um
tratamento avancado em esgotos domeésticos, que podera ser introduzido diretamente
emuma ETA.

Desde que existam fatores que favorecam a formacédo dos subprodutos, os
mesmos serdo formados tanto em ETA quanto em Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETE). Em uma ETA a formacdo de SPD pode acontecer em diferentes etapas do
processo, principalmente na etapa de pré-oxidacdo, onde a desinfec¢cdo se d& no
inicio do tratamento da agua. Contudo, isto também pode se dar nas etapas de inter-
oxidacdo e de pds-oxidacdo. Finalmente, a formagdo de SPD pode ser continua ao

longo de toda a rede de distribuicdo, devido a presenca de cloro residual na agua a
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ser distribuida (SINGER, 1994). Muito embora a matéria organica presente no esgoto
tratado seja bastante reduzida em comparagéo ao esgoto bruto, mesmo essa pequena
qguantidade em contato com o desinfetante clorado acarretara na formagéo dos SPD,
podendo também consumir o cloro que seria importante na inativacdo de
microrganismos (DEGREMONT, 1979; MARRENGULA, 2016).

Segundo Marrengula (2016), em uma pesquisa realizada com efluente
secundario de ETE submetido ao processo de desinfec¢cdo com intuito de adequacédo
da qualidade para reuso indireto, foi observado que em 100% das amostras
analisadas foram formados THM em valores acima de 0,1 mg.L. De mesmo modo o
CH foi identificado pelo autor entre os SPD analisados em seu estudo (Figura 1).
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Figura 1 - Cromatograma com a ocorréncia e a identificacdo do Cloro Hidrato
Fonte: Marrengula (2016)

No contexto deste trabalho, o trabalho pioneiro realizado por Rook (1974) fez a
primeira comprovacao de que a aplicacédo de cloro na desinfeccéo final potencializa a
formacdo de SPD. Como dito, isto ocorre devido a matéria organica dissolvida
presente nos mananciais, que apoés ter sido submetida as diversas etapas do
tratamento para obtencao de agua potavel ndo foram removidas com eficiéncia. Além
disso, foi identificada uma associa¢do positiva em estudos epidemiolégicos entre o
namero de anos de exposicdo do ser humano aos SPD e incidéncia de cancer
(CANTOR et al., 1999) de modo que a persisténcia destes compostos na agua é

igualmente importante no contexto de nosso problema, sobretudo no que se diz da
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agua armazenada para abastecimento. Assim, dados que possam contribuir para
avaliacdo de persisténcia, ainda que indiretos, sao importantes também para o CH.
Outros subprodutos podem ser detectados em aguas cloradas, cloraminadas
ou ozonizadas como haloaldeidos, halopicrinas, haloacetonitrilas, haloacetonas,
haletos cianogénicos, halofenois e MX, que afetam igualmente a satude da populacéo.
Todos os SPD supracitados estdo listados na Tabela 1, juntamente com seu nome
comum, férmula quimica e classificacéo de carcinogenicidade de acordo com a United

States Enviromental Protection (1999).



Tabela 1 - Principais Subprodutos da Desinfec¢ao (SPD) identificados, nomes

comuns, formulas quimicas e classificacdo carcinogénica
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Nome

Nome comum

Férmula

Grupo de

Carcinogenicidade

Trialometanos (THM)

Triclorometano Cloroférmio CHCIs B2
Bromodiclorometano Diclorobromometano  CHBIClI; B2
Clorodibromometano Dibromoclorometano  CHBr.Cl C
Tribromometano Bromoférmio CHCIs B2
Acidos Haloacéticos

(AHA)

Acido monocloroacético AMCA CH,CICOOH -

Acido dicloroacético ADCA CHCI,COOH B2
Acido tricloroacético ATCA CCI;COOH C
Acido monobromoacético AMBA CH,BrCOOH -

Acido dibromoacético ADBA CHBr,COOH -

Acido tribromoacético ATBA CBr;COOH -

Acido bromocloroacético ABCA CHBrCICOOH -

Acido bromodicloroacético ABDCA CBrCI,COOH -

Acido clorodibromoacético ACDBA CBr,CICOOH -

Haloaldeidos (HAD)

Dicloroacetaldeido - CCI,.CHO -

Tricloroacetaldeido Cloro hidrato CCI;CHO C
Halopicrinas (HP)

Tricloronitrometano Cloropicrina CCI5;NO, -

Tribromonitrometano Bromopicrina CBr3;NO, -

Haloacetonitrilas (HAN)

Dicloroacetonitrila DCAN CHCI,CN C
Tricloroacetonitrila TCAN CCI;CN -

Dibromoacetonitrila DBAN CHBr,CN C
Tribromoacetonitrila TBAN CBr;CN -

Bromocloroacetonitrila BCAN CHBrCICN -

Haloacetonas (HK)

1,1-Dicloropropanona Dicloroacetona CHCI,COCH; -

1,1,1-Tricloropropanona Tricloroacetona CCI;COCH; -

Haletos cianogénicos (HC)

Halofenodis (HF)

2-clorofenol - CsH4CIOH D
2,4-diclorofenol - CeH3CI20OH D
2,4,6-triclorofenol CeH2CIsOH B2

MX [3-cloro-4-(diclorometil)-5- hIdI‘OXI -2(5H)-furanona]

Nota: Grupos B, provavel carcinogenicidade humana: Bl-evidéncia limitada em estudos
epidemioldgicos; B2-evidéncia suficiente por estudos com animais. Grupo C, possivel
carcinogenicidade humana: evidéncia limitada em estudos realizados em animais. Grupo D,
nao classificado: inadequado para o ser humano e evidéncia de carcinogenicidade em animal.

Fonte: Adaptado de United States Enviromental Protection (1999).
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Dentro deste contexto, a Organizacdo Mundial da Saude (BENSON, 2000)
recomenda que os paises incluam em suas legislagdes Valores Maximos Permitidos
(VMP) expressos em concentracdo (mg.L* ou pg.L?) para substancias quimicas que
possam representar riscos a saude humana. No caso do padrédo de potabilidade, as
substancias quimicas consideradas sao aquelas que apresentam evidéncias
epidemioldgicas e toxicoldgicas de risco; sejam elas presentes naturalmente na agua
ou trazidas a mesma por contaminagéo, como quando advindas de efluentes industrial
e agricola e subprodutos formados durante o tratamento de dgua (FERNANDES
NETO; SARCINELLI, 2009).

No Quadro 1 estdo apresentadas as substancias quimicas possiveis de serem

encontradas na agua e suas fontes.

Quadro 1 - Categorizacao de fontes de produtos quimicos encontrados na agua

potavel
Fonte Exemplo de fonte
Rochas e solos (por exemplo, calcio,
Produtos quimicos naturais (incluindo magnésio, mas também arsénico e
ocorréncia natural de toxinas de algas) fldor, cianobactérias em aguas

superficiais)

Aplicacéo de estrume, fertilizantes e
pesticidas; praticas intensivas de
animais

Produtos quimicos de atividades
agricolas (incluindo pesticidas)

Produtos quimicos de atividade humana
(incluindo aqueles usados para fins de
saude publica, por exemplo, controle de
vetores)

Esgoto e disposicdo de residuos,
escoamento urbano, vazamento de
combustivel

L . . . Fabricacdo, processamento e
Quimicos de atividades industriais 20, P

mineracao
Produtos quimicos para tratamento de
Produtos quimicos de tratamento e agua; corrosao e lixiviacao de tanques e
distribuicdo de agua tubulacdes de armazenagem,

subprodutos de tratamento
Fonte: Adaptado de THOMPSON et al. (2007).

3.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO CLORO HIDRATO

O CH é utilizado como medicamento sedativo e hipnético em seres humanos e
animais, que em doses mais altas pode provocar irritacdo géastrica, nausea, vomito,
diarreia, leucopenia e eosinofilia (BUDAVARI, 1996; MCEVOY, 1999), e esta presente
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em agua potavel como um dos SPD (DABROWSKA; NAWROCKI, 2009). Na Tabela
2 estdo apresentadas as principais carateristicas e propriedades do CH.

Tabela 2 - Caracteristicas e propriedades do Cloro Hidrato

Cloro Hidrato Caracteristica e Propriedade
CASn° 302-17-0
Tricloroacetaldeidomonohidratado
Nome quimico 2,2,2 tricloro-1,1 etanodiol
1,1,1-tricloro-2,2 etanodiol
Formula molecular C2H3Cl302
OH
Cl
Estrutura molecular )(J\OH
ClI Cl
Massa molecular 165,40 g/gmol
Ponto de fuséo 52°C
Ponto ebulicdo 96°C
Densidade relativa 1,424 g/lcm?®
Coeficiente de,partlgao n- Log Pow 0,99
octanol/agua
Solubilidade em agua 6,600 g/L a 20°C
Toxicidade aguda em ratos DLso via oral 480 mg.kg™?

Fonte: Adaptado de PanReac AppliChem (ITW Reagents).

3.3 FORMACAO DO SUBPRODUTO CLORO HIDRATO

A formacdo do CH nédo ocorre naturalmente na agua e para a populacao, a
maior via de exposicao a esse subproduto ocorre através da agua de abastecimento.
O CH é um metabolito do acido tricloroacético e do acido dicloroacético que séo
subprodutos formados no processo de desinfeccdo com cloro (UNITED STATES
ENVIROMENTAL PROTECTION, 2000). Dabrowska e Nawrocki (2009) apontaram o
CH como SPD da agua que é formado em maior quantidade depois dos THM e dos
AHA. A formacao é resultado da reacdo quimica entre a MON presente na agua, com
o cloro adicionado na desinfeccao.

De fato, a principal via de exposi¢cdo ao CH e outros SPD é relacionado a 4gua
potavel, mas também podendo ocorrer através do contato com a pele, absorgédo
cutanea, banhos de ducha, trabalhos domésticos e imersdo em piscinas. Em vista
disso, um estudo publicado por Buti&o (2011) sobre a formacéo de SPD em aguas de

piscinas, onde os precursores de formagdo sdo principalmente a matéria organica,
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algas e urina, analisou-se a formacéo de Trialometanos (THM); Halocetonas (HC);
Cloro Hidrato (CH); Cloropicrina (CP) e Haloacetonitrilas (HAN). Para isto, foram
selecionadas 5 piscinas destinadas a diferentes usos e tratadas por diferentes
processos, sendo: piscina 1 com oxidantes eletroquimicamente gerados; piscina 2 e
3 com hipoclorito de sédio; piscina 4 com hipoclorito de célcio e piscina 5 com radiacéo
Ultravioleta (UV) combinada ao cloro. A autora relata que os subprodutos THM, CH e
HAN foram encontrados em todas as amostras, e que apenas nas piscinas 1 e 5 ndo
houve a formacdo dos subprodutos HC e CP. Portanto, foi concluido que houve
formacdo de CH nas aguas das piscinas avaliadas devido a presenca de matéria
organica e algas (BUTIAO, 2011).

A formacdo do CH e de outros subprodutos varia conforme o método de
desinfeccédo utilizado e o tipo de precursor. Nesse sentido, uma pesquisa realizada
por Rosario (2012) investigou o potencial de formagcdo de SPD em dois mananciais
da regido da grande Séao Paulo. Sendo constatada a formacédo de CH em 100% das
amostras, em valores que variaram de 32,20 a 236,34 ug.L* e 4,89 a 81,15 ug.Lt. E
a partir dos resultados obtidos, o autor recomenda a inclusdo do CH como SPD no
padrao de potabilidade do Brasil, porém néo cita um VMP.

Paschoalato, Trimailovas e Di Bernardo (2008) avaliaram o potencial de
formacédo de 22 SPD com a aplicacédo dos pré-oxidantes alternativos: cloro, dioxido de
cloro, permanganato de potassio, peroxido de hidrogénio, ozénio e peroxonio,
simulando o potencial de formagao por meio de uma agua preparada com substancias
hamicas, em que passaram pelo processo de pré-oxidacédo, coagulacéo, filtracdo e
pos-cloracdo. Pelos resultados obtidos, o ozénio e o peroxbnio associados a
coagulacao, filtracdo e pds-cloracdo formam menores quantidades de subprodutos.
Com o cloro aplicado na pré-oxidacdo, o potencial de formacdo dos subprodutos
formados foi mais elevado. Portanto, a formacéo de CH foi observada apenas quando

utilizados pré-oxidantes clorados.
3.4 AVALIACAO DE RISCO

A avaliacdo de risco é um método cientifico que avalia a probabilidade e a
natureza dos riscos adversos que podem ocorrer quando ha exposicdo a uma dada
substancia quimica. O risco € a probabilidade de ocorréncia de um efeito adverso
resultante da exposicdo a um agente (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000).
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As etapas que constituem 0s ensaios para a avaliagdo de risco, passam
inicialmente pelo conhecimento disponivel e a descri¢cao dos efeitos adversos a saude,
cronicos e agudos, de determinada substancia. Em seguida, faz-se o ensaio de
avaliacdo de dose-resposta conduzido em animais, relacionando a quantidade
administrada e os efeitos observados. A partir do conhecimento da dose que causa 0
efeito adverso, aplicam-se modelos mateméaticos e estima-se a magnitude do
problema para a saude humana através da aplicacao de fatores de incerteza obtendo-
se um VMP a ser recomendado (Quadro 2) (FERNANDES NETO; SARCINELLI,
20009).

Quadro 2 - Etapas que constituem a avaliagéo de risco

Identificac&o do perigo
Caracterizacao e identificagdo dos efeitos adversos a saude de um determinado agente
guimico a qual um individuo poderia estar exposto.

Avaliacdo da resposta a dose

Posteriormente a caracterizacdo e identificagdo do agente associado, é necessario
caracterizar a relagdo entre a dose e a ocorréncia de efeitos adversos a salde em
populacdes expostas. Por meio de experimentos realizados com animais é possivel
definir a dose que causa algum efeito adverso.

Avaliacdo da exposicao
Compreende a medicdo ou estimativa da intensidade, da duracéo e da frequéncia da
exposicdo humana ao agente quimico. E importante levar em conta algumas
informagdes como: producéo e liberagdo das substancias no ambiente; persisténcia e
degradagdo da substancia no ambiente; tamanho e distribuicdo das populagdes
expostas e informacdes sobre a ingestao do agente.

Caracterizacao do risco
Estimativa da incidéncia de efeitos adversos a saude englobando os resultados das
etapas anteriores para a determinacdo qualitativa e quantitativa, incluindo a

variabilidade e a incerteza.
Fonte: Adaptado de Fernandes Neto E Sarcinelli (2009); Organiza¢do Mundial da Saude (2000).

A base para determinar o risco associado ao limite de uma substancia e para
estabelecer os niveis de tolerancia de exposi¢cdo humana é o Nivel de Efeito Adverso
N&o Observado (NOAEL - No Observed Adverse Effects Level). Entretanto, quando a
dose selecionada for muito alta, somente o Nivel de Menor Efeito Observado (LOAEL
- Low Observed Adverse Effect Level) pode ser determinado e, nesse caso, pode-se
utilizar o LOAEL para deduzir os niveis de tolerancia humana. Ambos usualmente séo
expressos em miligramas (mg) ou microgramas (ug) por quilograma (kg) de peso
corpéreo por dia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000).
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Os fatores que podem influenciar o valor do NOAEL ou do LOAEL, séo: a via
de exposicao; as espécies; 0 sexo; a idade dos animais estudados e o tempo de
exposicdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000).

O objetivo de estimar niveis seguros de substancias quimicas é determinar a
Ingestéo Diaria Toleravel (IDT) ou Tolerable Daily Intake (TDI). A IDT € uma estimativa
do quanto uma pessoa (pesando de 60 a 70 kg) pode ingerir de uma determinada
substancia, diariamente, durante toda a vida, sem apresentar risco significativo a
satde humana (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000)

A partir da estimativa da IDT calcula-se o Valor Maximo Permitido (VMP),
expresso em concentracdo (mg.L™* ou pg.L?) para substancias quimicas. O VMP para
cada substancia pode ser estabelecido a partir de evidéncias toxicolégicas ou epi-
demioldgicas, que permitam determinar um NOAEL. As comprovacdes da toxicidade
podem ser obtidas através de experimentos realizados com animais que Sao
extrapolados para definir o nivel de exposicdo segura a uma determinada substancia
para seres humanos. Considera-se variagcdes inter e intra espécie e a aplicacdo de
Fatores de Incerteza (FI) ao valor obtido do NOAEL (FERNANDES NETO;
SARCINELLI, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2000) recomenda que os valores de
NOAEL devem ser obtidos por meio de estudos que envolvam ingestdo de agua e que
sejam os mais especificos possivel. Ressalta ainda, que se o valor de NOAEL néo for
obtido pode-se utilizar o valor de LOAEL, e que em vista disso, deve ser aplicado um
FI adicional para explicar o uso de LOAEL ao invés do NOAEL, quando necessario.

Na Figura 2 esta apresentado o exemplo de NOAEL e LOAEL em uma curva de dose-

resposta.
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Figura 2 — Curva de dose-resposta
Fonte: Umbuzeiro (2009).
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3.5 RISCO A SAUDE POR EXPOSICAO AO CLORO HIDRATO

Instigados pela publicacdo da década de 70 cujo o CH foi identificado como
substancia carcinogénica e presente na agua potavel, diversos autores realizaram
estudos com a administragdo de CH. Como Sanders et al. (1982) e Kauffmann et al.
(1982), que realizaram estudos toxicoldgicos de CH em camundongos durante 14 dias
para determinar a DLso, resultando em 1265 mg.kg™? para fémeas e 1442 mg.kg™! para
machos. A partir da DLso encontrada, foi utilizado 1/10 e 1/100 para o preparo das
solucdes, correspondendo a doses de 14,4 e 144 mg.kgt.d? com a finalidade de
avaliar a toxicidade aguda do CH. Observaram que na maior dose ocorreu um
aumento no peso do figado e nos niveis de lactato desidrogenase (LDH) no sangue e
uma diminuic&o no peso do bagco comparados ao grupo controle, em decorréncia disso
foi identificado o NOAEL na dose de 14,4 mg.kgt.d.

Os mesmos pesquisadores em um estudo de 90 dias com administracdo de CH
em doses equivalente a 16 e 160 mg.kg*.d* para machos e 18 e 173 mg.kg*.d ! para
fémeas avaliaram a toxicidade do CH em relacdo aos 0rgaos e seus efeitos adversos
ao sistema imunoldgico dos animais. Observaram um aumento no peso do figado e
uma diminuicdo no peso cerebral, sugerindo-se que o orgao alvo do CH é o figado e
com base nessas alteracdes hepaticas foi determinado o LOAEL na dose de 16 mg.kg
1.dt. Concluiram também que o sistema imunolégico, particularmente a capacidade
de produzir anticorpos IgM para um antigeno T-dependente em camundongos
fémeas, € o indicador mais sensivel da toxicidade do CH. Sendo assim, a
concentracdo mais baixa utilizada, isto é 16 mg.kgt.d!, foi eficaz na inducdo de
ambas as respostas (KAUFFMANN et al., 1982; SANDERS et al., 1982).

Em outro estudo, também de 90 dias, publicado por Daniel et al. (1992) foram
utilizadas doses de 24; 48; 96 e 168 mg.kgl.d! de CH em ratos machos. Foi
observado necrose hepatocelular focal nas doses de 96 e 168 mg.kg™.d %, e portanto
baseado nesses efeitos hepatotdxicos e em alteragdes enzimaticas séricas, 0o NOAEL
foi estabelecido na dose de 48 mg.kgt.d? e o LOAEL em 96 mg.kg?.dt. Porém, o
autor ndo cita um VMP.

Klinefelter et al. (1995) em um estudo de 52 semanas, pesquisaram o CH como
substancia toxica presente em agua potavel para avaliar o potencial deste SPD causar
alteracao reprodutiva em machos por meio de um estudo com ratos, no qual foi

administrado CH em agua potavel nas doses de 55 e 188 mg.kg?.d?, avaliando o
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efeito do CH na morfologia e motilidade de espermatozoides. Foi observado uma
reducdo na motilidade dos espermatozéides na dose mais alta, de 188 mg.kg?.d?, e
uma mudanca na distribuicdo de frequéncia das velocidades médias da linha reta dos
espermatozoides, quando comparados ao controle negativo. Portanto, baseados
nesses efeitos, 0 NOAEL foi estabelecido em 55 mg.kg™* e o LOAEL em 188 mg.kg-
1dl

Em um estudo de carcinogenicidade do CH em agua potavel de 104 semanas,
George et al. (2000) realizaram um ensaio crénico em ratos e camundongos, com
administracdo de CH nas doses de 7,4; 37,4 e 162,6 mg.kgt.d*em ratos e 13,5; 65
e 146,6 mg.kgtl.d?! em camundongos. Ap6s o tempo de exposicdo, 0os animais
apresentaram um aumento de lesdes no figado (hiperplasia, adenomas, carcinoma e
adenoma combinado), um aumento e a prevaléncia de adenomas hepatocelular em
todas as dosagens de exposicdo. Na dosagem mais alta, foi observada a prevaléncia
e multiplicidade de adenomas e carcinoma hepatocelulares, e na dosagem mais baixa
foi observada neoplasia hepdtica, e, portanto, um NOAEL n&o pode ser determinado,
pois a ocorréncia de efeito adverso foi observada ja na menor dose de administracao
desse estudo sendo assim, foi estabelecido o LOAEL na dose de 13,5 mg.kg*.d.

Poon et al. (2000) realizaram um estudo de 7 dias com a administracao de CH
em doses de 5, 43 e 375 mg.kg™.d? e foi observado alteracdes histopatolégicas no
figado em todas as dosagens, constatando que este € o principal 6rgdo alvo da
exposicao ao CH a curto prazo. Desse modo, o LOAEL foi estabelecido na dose de 5
mg.kg.d%, ndo sendo possivel determinar o NOAEL.

Poon et al.(2002) realizaram um estudo de 13 semanas com a administracao
de CH nas doses de 0,02; 0,19; 1,9 e 19,8 mg.kg.d* nos machos e 0,03;0,24; 2,6 e
23,6 mg.kg?.d* nas fémeas no entanto, observaram um aumento no nivel sérico de
acido tricloroacético sérico (TCA) em ambos 0s sexos e determinaram que o CH é um
forte inibidor da ALDH. Portanto, baseado nessas alteracfes, o NOAEL foi identificado
em 1,9 mg.kg*.d! nos machos e 2,6 mg.kg*.d! nas fémeas e o LOAEL em 19,8
mg.kgt.d?.

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de NOAEL e LOAEL de acordo

com a espécie, duracao do experimento e resposta encontrados na literatura.
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Tabela 3 - Valores do Nivel de Efeito Adverso Ndo Observado (NOAEL) e Nivel de
Menor Efeito Observado (LOAEL) de acordo com a espécie, duracao do
experimento e resposta encontrados na literatura
NOAEL LOAEL

Autor Espéci Duraca R
uto Sspeécie uracao (mokgidd (mgkgidd) esposta
Daniel et al., 104 N Necrose e aumento
1992* Camundongo semanas o 166 no peso do figado
Daniel et al Necrose hepatica e
1992+ K Rato 90 dias 96 168 aumento das
enzimas séricas
Alteracdes
Poon etal, Rato 7 dias — 5 histopatoldgicas
2000 ‘e
hepaticas
Poon et al., 13
2002 Rato semanas 1.9 198 o
George et 104
al., 2000 Rato semanas 162.6 o o
George et 104 .
al.. 2000 Camundongo semanas 146.6
Klinefelter et Rato 52 55 188 Mouhdgo!e
al., 1995 semanas espermatica
Sanders et Camundonao 14 dias 14.4 144 Aumento no peso do
al., 1982 g ' figado
Sanders et . Aumento no peso do
al.. 1982 Camundongo 90 dias 16 160 figado
Kauffmann . .
etal., 1082 Camundongo 14 dias 144 — Imunotoxicidade
Kauffmann . .
etal. 1982 Camundongo 90 dias 16 160 Imunidade Humoral

*Aumento da incidéncia de adenomas e carcinomas hepatocelulares em 166 mg.kgd.
**Maior prevaléncia de hiperplasia e adenomas ou carcinomas hepatocelulares a 13,5, 65 e 146,6
mg.kgtd.

Fonte: Adaptado de BENSON (2000).

3.6 LEGISLACAO

O CH é um composto quimico organico da familia dos haloacetaldeidos
popularizado como cloro hidrato. E um SPD formado em quantidades significativas e
gue nao esta previsto na legislacao brasileira para dgua de abastecimento.

Em relacdo a formacao de SPD em 4gua de abastecimento, a primeira norma
publicada em 1990 foi a Portaria n® 36 GM do Ministério da Saude que limitou o VMP
de THM em 100 ug.Lt. Em dezembro de 2000 a publicacdo da Portaria n° 1.469 GM

atualizou esse valor para 0,1 mg.Lt. Em 25 de marco de 2004 foi publicada a Portaria
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do Ministério da Salde n° 518 que manteve em 0,1 mg.L™? o limite da concentracédo
de THM presentes na agua (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A revisdo da Portaria n°® 518 (2004) gerou a Portaria MS n° 2.914 de 12 de
dezembro de 2011 que manteve o mesmo valor de referéncia maximo permitido e
estabeleceu VMP para outros SPD, como: bromato (0,01 mg.L™), clorito (1,0 mg.L™?),
cloro livre (5,0 mg.L?), cloraminas total (4,0 mg.Lt), 2,4,6 triclorofenol (0,2 mg.L™?) e
acidos haloacéticos (0,08 mg.Lt). Em novembro de 2017, o Ministério da salde
publicou uma Portaria de Consolidagéo de n°5 com Anexo XX que substitui a Portaria
MS 2914 (2011), porém os compostos e os VMP n&o foram alterados (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

Em comparacédo com a legislacéo de alguns paises sobre o VMP de THM, sdo
observadas grandes diferencas com os valores estabelecidos pela legislacéo
brasileira em aguas destinadas ao consumo humano: na Franga 10 upg.L?, na
Alemanha 25 ug.L?, nos Estados Unidos 80 ug.L*, no Canada 100 ug.L%, no México
200 ug.L?, na Australia 250 ug.L* (SADIQ; RODRIGUEZ, 2004).

Os cinco acidos acéticos clorados (acido monocloroacético, acido
monobromoacético, acido dicloroacético, acido tricloroacético e acido dibromoacético)
que ja estavam delimitados na legislagdo dos Estados Unidos (60 ug.L™) e no Canada
(80 pg.Lt), foram estabelecidos na legislacédo brasileira apenas a partir da Portaria
MS n° 2.914 (2011) com valor limitado em 0,08 mg.L* para AHA totais.

A OMS nado estabelece um VMP para cada THM (bromoférmio,
dibromoclorometano, bromodiclorometano e cloroféormio), mas recomenda que a
soma das razdes entre a concentracdo de cada THM seja menor ou igual a 1.

De acordo com a orientacdo da OMS, o CH deve ser limitado na agua potéavel
em decorréncia do seu efeito adverso a saude e o atual VMP sugerido por ela é de 10
Hg.Lt (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). Na Tabela 4 estdo apresentados
os VMP, relacionados aos SPD, de acordo com a recomendacdo da OMS e de

diversos paises.
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Tabela 4 - Compilagédo dos Valores Maximos Permitidos dos Subprodutos da

Desinfeccdo (mg.L™?) recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude e por

Varios paises

Health

Aus-

UK

Subproduto da . OMS USEPA Brasil
desinfeccio Sigla 1993)  (2001) ‘igggf)a (2'8'50) (2000)  5017)
Cloroférmio CF 0,20 0,0001 - - - -

Bromodiclorometano BDCM 0,060 0,060 - - - -
Dibromoclorometano DBCM 0,100 0,0001 - - - -
Bromoformio BF 0,100 0,0001 - - - -
Trialom'etano Total THM <1 0,080 0,100 0,250 0,100 0,1
pado MCAA - - - 0,150 - -
] monocloroacético
Acido Dicloroacético DCAA 0,050 - - 0,100 - -
Acido Tricloroacético TCAA 0,100 - - 0,100 - -
Addo22- ) apon - : : . . :
dicloropropidnico
Acido BCAA - - - - - -
Bromocloroacético
Acido
Dibromoacético DBAA ) i i ) ) )
acido BDCAA - - - - - .
bromodicloroacético
Acido
Dibromoacético DBAA ) i i ) ) )
Acido BDCAA - - - - - -
promodlcloroacetlco
Acidos Halo_acetlcos AHAS i i i i i 0,08
o Totais _
Acidos Halo_acetlcos AHAS i 0,060 i i i i
Totais
Dicloroacetonitrila DCAN 0,090 - - - - -
Tricloroacetanitrila TCAN 0,001 - - - - -
Dibromoacetonitrila DBAN 0,100 - - - - -
Cloro Hidrato CH 0,010 - - 0,020 - -
Clorito - 0,200 1,000 - - - 1
Bromato - - 0,010 0,010 - - 0,01
2,4,6Triclorofenol - - - 0,020 - 0,2

Fonte: Adaptado de Sadiq e Rodriguez (2004).

3.7 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A LITERATURA

A &gua potavel distribuida a populacdo € um bem democratico e fonte de

grande preocupacéao aos 6rgaos de vigilancia sanitaria em todos os paises do mundo.

E exigido das empresas responséaveis pelo sistema de tratamento e distribuicdo de

agua o atendimento aos padrdes de potabilidade para inUmeras substancias.

No Brasil, devido ao crescente aumento na concentragdo de matéria organica

e a deterioragdo da qualidade das &guas dos mananciais, € necessario a insercao de

uma etapa preliminar ao processo de tratamento da agua, denominada pré-oxidacao,
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geralmente empregando o cloro como oxidante. Esta etapa combinada aos processos
de desinfeccdo potencializam a formagdo de SPD, sendo algumas substancias
reconhecidamente carcinogénicas.

Alguns SPD ja tém seus VMP incluidos no padrdo de potabilidade do Brasil,
porém o CH, nado esté citado e tem sido encontrado tanto em agua potavel como em
agua de reuso. Desde 1869 o CH tem sido utilizado em tratamento terapéutico como
sedativo e hipnotico, varios trabalhos ja foram realizados com esse foco, porém partir
da década de 70, apGs descoberta da presenca dos SPD € que surgiram os trabalhos
com a avalicdo da toxicidade de CH em agua potavel. Esses trabalhos apontam para
toxicidade principalmente no figado, mas ndo citam respostas quanto a testes
comportamentais e locomotores e também ndo fazem a avaliacao de risco para indicar
um VMP em &gua potavel. Tal fato foi citado e justificado por Poon et al. (2000),
considerando os baixos valores de concentracdo de CH encontrados no Canada que
variam de 1,2 a 23 pg.L?* e até 5 pg.L! nos Estados Unidos (BUDAVARI, 1996;
BENSON, 2000; POON et al., 2000; UNITED STATES ENVIROMENTAL
PROTECTION, 2000; HEALTH CANADA, 2008).

Infere-se que realmente é pouco provavel a formacado indesejavel de CH nas
aguas distribuidas a populacdo em paises desenvolvidos onde 0s mananciais
certamente estdo protegidos de lancamentos de esgotos sem tratamento, as fontes
de agua, pocos e sistema de coletas sdo protegidos de contaminacao, e as estacoes
de tratamento sdo dotadas de tecnologias avancadas, portanto, ndo necessitam da
etapa de pré-oxidacdo e, em caso de aplicacdo, a tecnologia utilizada é capaz de
remover os SPD formados na agua durante o tratamento (UNITED STATES
ENVIROMENTAL PROTECTION AGENCY, 2016).

No Canadé os niveis de exposicdo ao CH estdo abaixo da concentracdo que
poderiam causar efeitos nocivos a saude humana e para que o comité do pais
estabeleca uma diretriz a um determinado contaminante é necessario que ele atenda
a todos 0s seguintes critérios: a exposicdo ao contaminante pode acarretar efeitos
adversos a saude humana; o contaminante é frequentemente detectado ou espera-se
gue seja encontrado em grande parte da dgua de abastecimento de todo o Canada; o
contaminante é detectado, ou espera-se que seja detectado em agua potavel a niveis
gue ofereca risco a saude humana. Em vista disso, 0 Canada ndo possui uma diretriz
limitando um VMP para CH, entretanto afirma que niveis acima de 0,2 mg.L* podem

indicar uma preocupacédo com os efeitos a saude e devem ser investigados (HEALTH
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CANADA, 2017).

Apenas a Australia e Nova Zelandia limitam no padrédo de qualidade para agua
potavel um VMP de CH em 0,02 mg.L™?, valor 5 vezes mais restritivo que 0,1 mg.L™*
para THM.

Tendo em vista que a realidade da qualidade das aguas dos mananciais do
Brasil € totalmente oposta e considerando a toxicidade do CH, este trabalho vem
inovar e contribuir com bioensaios de dose resposta para avaliar efeitos do CH
utilizando-se de testes comportamentais e locomotores juntamente com a avaliacao
de parametros bioquimicos de funcgéo renal e hepatica. A partir da dose experimental
gue se observa qualquer efeito colateral é calculado o VMP proposto para agua
potavel (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000). Isto contribui para protecéo
da populacdo, apresentando o trabalho marcado valor epidemiolégico e de saude

publica.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada foi realizada em trés etapas, sendo a determinacéo
da estabilidade da solucdo aquosa de CH, a realizacao dos bioensaios com a definicéo
de NOAEL e LOAEL para avaliacdo de risco a saude e o célculo da concentracdo do
VMP.

4.1 ESTABILIDADE DA SOLUCAO DE CLORO HIDRATO

A partir do sal de CH P.A., (CAS 302-17-0), (Dinamica®) Cod. 1089, foi
preparada uma solucdo aquosa de 100 mg.L?, diluida em &gua purificada para a
obtencéo de diluicGes seriais nas concentracdes de 100, 50 e 10 pg.L™?. A confirmacgéo
da quantificacdo de CH na solucdo (meio aquoso) foi realizada pelo teste de
recuperacdo através da técnica analitica de cromatografia a gas com detector de
captura de elétrons (CG-DCE). Foi utilizado o cromatografo a gas da marca Varian®,
modelo 3600CX (Figura 4). O procedimento analitico foi adaptado do método 551.1
(USEPA, 1995), sendo empregadas as seguintes condi¢cdes operacionais: coluna de
silica capilar (marca Agilent J & W GC Coluns) DB-1: 30 m x 1.00 um filme, 0,25 mm
ID, gas de arraste foi nitrogénios 5.0 ECD (White Martins®), pressao 15 psi,
temperatura do injetor 160°C, temperatura do detector 290°C, range 10, atenuacéo 8,
o volume de injecdo de amostra 1 pL no modo com divisdo (splitless). Na Figura 3

esta apresentada a rampa de aquecimento da coluna empregada na técnica CG-DCE.
150°C

2 min

35°C/min

Figura 3 - Rampa de aquecimento da coluna
Fonte: Autora, 2018.

Neste processo faz-se necesséria uma etapa prévia de extracao liquido-liquido
com Metil-terc Butirico Eter (MTBE) para obtenc&o de extrato organico a ser injetado
no CG-DCE.
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Figura 4 - Cromatografo
Fonte: Autora, 2018.

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL EM ANIMAIS

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos, com peso entre 170 — 210g
adquiridos da empresa Anilab (Paulinia — SP) e alojados no biotério do departamento
de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP). Os animais foram
aclimatados as condicdes laboratoriais por 6 dias, selecionados aleatoriamente,
marcados individualmente e separados em grupos de 6 animais que receberam
suprimento de agua deionizada e alimentacédo ad libitum. A iluminacdo empregada foi
artificial, sendo a sequéncia de 12 horas de luz e 12 horas de escuro em ambiente
climatizado a 22°C (+3°C) com umidade entre 30-70% e ventilacdo. Além disso, todos
os procedimentos experimentais efetuados nesse trabalho foram realizados de acordo
com a Lei n® 11.794 de 08/10/2008 e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNAERP sob o numero 01/2018 (Anexo A).

Os animais foram divididos em 12 grupos de 6 animais cada e separados

conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Divisdo dos grupos animais de acordo com o tempo para cada bioensaio

Dias de Controle Grupos experimentais (mg.kg™.d?)
tratamento Negativo 0,96 9,60 96,0
7 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
14 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8
21 Grupo 9 Grupo 10 Grupo 11 Grupo 12

Nota: Grupos 1, 5 e 9 (n= 6 animais/grupo): Controle negativo — Administragdo diaria de agua
deionizada por via oral (1 mL); Grupos 2, 6 e 10: Grupo experimental — Administracéo diéria
da solucdo de CH por via oral na dose de 0,96 mg.kg.d?; Grupos 3, 7 e 11: Grupo
experimental — Administracdo diéria da solucdo de CH por via oral na dose de 9,60 mg.kg™.d-
1 Grupos 4, 8 e 12: Grupo experimental — Administracdo diéria da solucdo de CH por via oral
na dose de 96,0 mg.kg*.d.
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O critério de selecdo da dose ministrada por peso corporeo teve como
referéncia os ensaios realizados por George et al. (2000), em que foi identificado um
valor de LOAEL de 13,5 mg.kg?.d!. Em decorréncia do valor de LOAEL obtido
corresponder a menor dose experimental empregada pelos autores, foi adotado neste
trabalho doses diarias de CH menores. Desse modo, para a determinacao das doses,
partiu-se da DLso do CH que corresponde a 480 mg.kg?, e adotou-se as seguintes
relagGes: 1/500 DLso (0,96 mg.kg™t); 1/50 DLso (9,60 mg.kg™t) e 1/5 DLso (96,0 mg.kg-
1),

4.2.1 Teste do campo aberto

Para a realizacao do teste do campo aberto, o animal foi posicionado no centro
de uma arena circular com paredes transparentes de acrilico com 60 cm de diametro
e 50 cm de altura, com piso subdividido em 12 sec¢des, modelo OP0O199 (Insight),
conforme apresentado na Figura 5. Os parametros observados foram: o numero de
guadrantes cruzados com as quatro patas (crossing), o nimero de vezes que o animal
permaneceu levantado sobre as patas traseiras (rearing) e o nimero de vezes que
realizou a autolimpeza (grooming). Cada animal permaneceu no equipamento por 5
minutos sendo o aparato limpo com alcool 70% v/v a cada troca de animal. Todo o
periodo em que o animal permaneceu no campo aberto foi filmado, para posterior

analise e registro de dados.

Figura 5 - Equipamento utilizado para o teste do campo aberto

Fonte: Autora, 2018.
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4.2.2 Teste do rotarod

O teste foi realizado por meio de rotarod da marca Ugo Basile, modelo 7750
(Figura 6), permitindo avaliagdo do desempenho locomotor de cada animal,
verificando alteracdes de equilibrio e coordenagcdo motora. Para realizacao do teste
0s animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra giratéria de 2,5 cm
de didmetro, a 25 cm acima do nivel de referéncia, com uma taxa de rotagao constante
de 12 rotagdes por minuto (rpm). No dia anterior ao teste, os animais foram treinados
durante 90 segundos por 3 vezes, e foi adotado o critério de exclusdo do teste os
animais que durante o treinamento ndo conseguiram andar na barra giratéria. No dia
do experimento, cada animal foi levado a barra de rolagem por 60 segundos,
ocorrendo a limpeza do aparato com alcool 70% v/v a cada troca de animal, sendo
avaliado o tempo até a primeira queda e o numero de quedas durante o tempo de

experimento.

Figura 6 - Equipamento Rotarod

Fonte: Autora, 2018.

4.2.3 Teste de inducéo de sono

O teste para avaliacdo de sono foi realizado através da inducdo de sono por
barbittrico, que correspondeu a administracdo de pentobarbital sédico 50 mg.kg
(Thiopentax®, Cristalia) por via intraperitoneal, avaliando-se o tempo (em segundos)
decorrido entre a perda do reflexo postural e o tempo total de sono (Figura 7). Os

resultados foram expressos em tempo de laténcia (perda do reflexo postural) e o
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tempo total de sono de cada grupo experimental comparados ao grupo controle

negativo.

Figura 7 - Animais durante a realizac&o do teste de inducao de sono
Fonte: Autora, 2018.

4.2.4 Parametros bioquimicos como provas de fungdes renal e hepatica

A avaliacdo dos parametros bioquimicos de funcao renal e hepatica ocorreu ao
final de cada 7 dias de experimento, totalizando 21 dias. Um dia apds o teste de
inducdo de sono, os animais foram anestesiados com pentobarbital na dose de 50
mg.kg? i.p, com subsequente coleta de amostra sanguinea, uma Unica vez, por
puncéo intracardiaca. O sangue foi coletado em tubo seco, e o soro obtido por
centrifugacgéo, a 250 g por 15 minutos. Posteriormente o soro foi transferido para um
microtubo seco, identificados e encaminhados para o Laboratorio de Andlises Clinicas
do Curso de Ciéncias Farmacéuticas da UNAERP. Utilizando-se kits de diagnostico
padronizados (Labtest®) e analisador bioquimico automatico (Mindray BS-380) foram
avaliados os seguintes parametros bioquimicos: ureia, creatinina, como provas da
funcao renal e aspartato aminotransferse (AST ou TGO) e alanina aminotransferase

(ALT ou TGP) como provas da funcéo hepética.

4.3 DETERMINACAO DO NIVEL DE EFEITO ADVERSO NAO OBSERVADO
(NOAEL) E NIVEL DO MENOR EFEITO OBSERVADO (LOAEL)

A metodologia para avaliacdo do risco segundo modelo de dose resposta foi
baseada nas recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude (2000).

Como mencionado anteriormente, o critério adotado para determinacdo das
doses de CH a serem administrada nos animais foi a consideragéo da DLso do CH que
corresponde a 480 mg.kg?, sendo considerado: 1/500 (0,96 mg.kg?.d?); 1/50 (9,60
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mg.kgt.d?) e 1/5 (96,0 mg.kgt.d!) da mesma. Na Tabela 6 estdo apresentadas as
dosagens e as concentragdes da solugao de CH.

Tabela 6 - Grupos de animais, critério de calculo da dose com referéncia do Cloro
Hidrato a DLso de 480 mg.kg™ e concentracéo da solucéo a ser administrada e

calculo da dose diaria

Critério para o Concentracéo Pe§o Volume L
Grupo . corporeo . . Dose diéaria
(n=6) caIcEIo da dose_1 de Clj médio dos mgerl_cio (mg.kg.d?)
(DLso =480 mg.kg™) (mg.L™) ratos (g) (ml.d™)

A Controle negativo 0 188 +11,7 0,97-1,35 0

B 1/500 DLso = 0,96 172 e 220 187 +11,7 0,97-1,35 0,96

C 1/50 DLso = 9,60 1800 e 2400 198+7,7 0,97-1,35 9,60

D 1/5 DLso = 96,0 16800 e 22000 191 +11,6 0,97-1,35 96,0

Para analise e avaliacao de risco a saude, foi observada a dose resposta e 0s
resultados foram plotados com a proporcéo de animais que apresentaram respostas
aos testes do campo aberto, rotarod e inducdo de sono em funcdo da dose

administrada de CH (mg de CH por kg de peso corporeo por dia).

4.4 CALCULO DO VALOR MAXIMO PERMITIDO DA CONCENTRACAO DE CLORO
HIDRATO EM AGUA POTAVEL

A partir dos resultados obtidos nos ensaios com o0s animais, foi determinado o
valor da dose do NOAEL e LOAEL para os parametros analisados, em seguida foi

calculado a Ingestéo Diaria Toleravel (IDT) mg.kg?.d%, conforme a Equagéo 1.

NOAEL

Em que:

IDT: ingestdo diaria toleravel (mg.kg*.d1);

NOAEL: Nivel de Efeito Adverso Nao Observado (mg.kgt.d);

Fl: Fator de incerteza (100 para uso de NOAEL e 1000 para uso de LOAEL)

O fator de incerteza (FI) adotado foi multiplicado por 10 considerando
variabilidade entre espécies; multiplicado por 10 considerando variabilidade
intraspécies e multiplicado por 10 para explicar o uso de um LOAEL em vez de um
NOAEL, o tltimo apenas quando necessario (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2000).
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A Equacéo 2 foi empregada para determinacdo do VMP de CH (mg.L'!) em
agua potavel baseado na ingestdo de 2 L de agua por dia por um periodo de vida de
70 anos e peso corpéreo médio de 60 kg, utilizando valores de referéncia
recomendados pela Organiza¢do Mundial da Saude (2000).

IDT xmc x f
VMP= — < (2)

Em que:

e VMP: Valor Maximo Permitido (mg.L™* CH);

e |IDT: Ingestéo Diaria Toleravel (mg.kgt.d?);

e mc: Massa Corporal (60 kg);

e f: Fracdo ou porcentagem da IDT associada a ingestao de agua (valor adotado de
80% ou 0,8, considerando o consumo total de agua, uma vez que a exposi¢ao ao
CH para a populacdo em geral vem principalmente do consumo de agua potavel

apos a desinfeccao com cloro);

C: consumo de agua de 2,0 L por dia.
4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos em cada teste foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA 2-vias) seguida pelo post-hoc de Turkey utilizando o software Graph Pad
Prism (7.0) (p<0,05).



41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os resultados de teste de recuperacdo e
estabilidade da solucdo de CH, resultados dos bioensaios com a determinacao de
NOAEL e LOAEL e avaliacédo de risco a saude através do célculo de VMP.

A solucédo de CH que foi preparada na concentracéo de 100 pg.L* teve sua
concentracdo confirmada através do teste de recuperacgdo, utilizando diluicbes e
extracdo liquido-liquido em MTBE (Tabela 7), segundo o INMETRO (2007) a
aceitacao de recuperacéo esta entre 70 e 120%.

Tabela 7 - Resultados de testes de recuperacao da extracédo liquido-liquido e calculo

da porcentagem de recuperacao

Concentracao tedrica Concentracédo obtida Média  DP Recuperacao
(ug/L de CH) (ug/L de CH) (%)
10 12,23 7,17 9,30 9,57 2,54 95,67
50 55,14 50,66 53,41 53,07 2,26 106,14
100 98,15 108,91 100,19 102,42 5,72 102,42

Dentre as diluicdes preparadas, os resultados de recuperacdo de CH foram
satisfatorios dentro da faixa de 70 a 120%. Esse resultado € importante, de modo a
garantir a confiabilidade e reprodutibilidade das doses empregadas nos diferentes
bioensaios realizados.

Além disso, a solucdo preparada de CH na concentracdo de 100 pg.L? foi
analisada periodicamente para determinacéo do prazo de validade e/ou estabilidade
para a utilizacdo nos bioensaios. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
8 e na Figura 8. Este procedimento teve por objetivo verificar se a concentracdo da
solucéo de CH é persistente a degradacéao e o resultado devera indicar a periodicidade
de preparo da solugéo a ser ministrada aos animais.

Foi adotado o tempo de estabilidade maxima de 11 dias como medida de
prevencao, visto que o tempo total de experimento foi de 21 dias e observou-se uma
tendéncia de decaimento nos valores de concentracdo da solucéo entre 17 e 20 dias.
Em decorréncia disso, a solucdo foi preparada duas vezes, uma no inicio do
experimento e outra no 11° dia. Assim, somente solu¢cées com no maximo 11 dias de
preparacdo foram usadas nos experimentos, garantido novamente a exatidao das

doses utilizadas nos bioensaios.



42

Tabela 8 - Resultados de Concentracéo (ug.Lt) média (n=3) e desvio padrédo (DP)

da solucdo de CH com 100 pg.L?, em funcdo do tempo para os limites de

recuperacéo da extracéo entre 70 a 120%

Resultado (triplicata)

Data T (d) b S média DP
07/05/2018 0 125,08 - 101,6 113,34 17
08/05/2018 1 - 101,05 103,36 102,205 2
10/05/2018 3 - 124,58 100,15 112,365 17
14/05/2018 7 100,84 108,83 99,54 103,07 5
16/05/2018 9 101,85 - 119,7 110,775 13
18/05/2018 11 115,72 103,04 106,34 108,367
22/05/2018 15 131,57 138,17 133,86 134,533 3
24/05/2018 17 125,42 107,64 - 116,53 13
28/05/2018 21 102,1 93,25 - 97,675
04/06/2018 28 87,34 76,48 91,56 85,127

130
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012 34567 8 9101112131415161718192021222324252627282930
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= = = |imite superior 120%

5.1 RESULTADOS DO TESTE DO CAMPO ABERTO

Limite inferior 70%

Figura 8 - Resultado de estabilidade da solucdo de CH
Fonte: Autora, 2018.

Os resultados do teste do campo aberto estéo subdividos em observacao da

frequéncia de cruzamentos entre quadrantes (crossing), frequéncia de levantamentos

(rearing) e frequéncia de autolimpeza (grooming) dos animais observados durante o

experimento (Tabela 9).
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Tabela 9 - Resultados de médias e desvio padrao expressos em numeros de
cruzamentos (crossing), levantamentos (rearing) e autolimpeza (grooming) dos

animais submetidos ao modelo do campo aberto

Grupo Dose (mg.kg™t.d?)
Parametro (dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 42,5+11,8 3450+5,2 435+13,9 25,7+6,0
Crossing 14 28,8+7,6 31,2+11,1 32,3+16,7 36,8+18,2
21 275+17,1 30,2+9,0 38,4+16,7 27,8+10,2
7 16,5+5,6 153+75 11,8+50 10,8%x3,6
Rearing 14 12,8 +£4,8 128+£72 14545 123x7,1
21 10,8+9/4 16,5+6,1 176+10,0 13,8%+4,8
7 25+15 3,3+2/4 2,7+0,8 40+0,6
Grooming 14 3,4+09 20+x11 22+172 3,8+19
21 2,0+£0,6 3527 28+1,1 2,7+£1.2

Em relacdo aos parametros analisados para o teste do campo aberto, a ANOVA
mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre nenhum dos
grupos (7, 14 e 21 dias) nas doses 0,96; 9,60 e 96,0 mg.kg™t.d* em comparacéo ao
controle negativo e entre as doses. Isto indica que o CH nas doses aqui administradas
pelo tempo de até 21 dias ndo interferiu na locomocao e atividade exploratéria dos

animais.
5.2 RESULTADO DO TESTE DO ROTAROD

Este teste permitiu avaliar a performance motora dos animais com a finalidade
de detectar alteracdes de equilibrio e coordenacdo que se deem por sedacéo,
relaxamento muscular e/ou impedimento locomotor potencialmente induzidas pelas
diferentes doses do CH (ROSLAND et al., 1990). Ao se colocar o animal sobre a barra

giratéria a uma velocidade constante pode-se verificar o tempo até a primeira queda
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(Tabela 10) e o nimero total de quedas (Tabela 11), por meio da capacidade do animal
em equilibrar-se sobre a mesma.

Tabela 10 - Resultados do tempo médio e desvio padrdo (em segundos) até a

primeira queda no teste do Rotarod

Grupo Dose (mg.kgt.d?)

(dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 40,4 + 11,7 41,2 + 20,7 37,8 +20,5 42,2 + 20,2
14 46,0 £ 22,3 52,5+9,7 48,2 + 18,9 32,4 +18,2
21 44,4 + 16,2 51,0+12,6 32,2+13,3 51,4+13,2

Para os resultados do tempo decorrido até a primeira queda, o ANOVA seguido
pelo teste de Tukey mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre 0S grupos experimentais nas diferentes doses ou mesmo com o controle

negativo em nenhum dos periodos de tempo avaliados (7, 14 e 21 dias).

Tabela 11 - Resultados de médias e desvio padrédo expressos em numero de

guedas dos animais submetidos ao teste do Rotarod

Grupo Dose (mg.kgt.d?)

(dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 1,3+0,8 0,8+1,2 0,7+0,5 10+1,6
14 10+£15 0,7+0,8 0,8+1,3 14+11
21 0,6 £0,6 0,4+0,6 1,4+0,6 0,6 £0,9

Em relacdo ao numero total de quedas a ANOVA mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos experimentais e o controle
negativo para as diferentes doses e tempos de observacao.

Isto indica que ao menos nas doses testadas e nos tempos de observacéo
utilizados, o CH néo produz alteracdes significativas na performance locomotora dos
animais, mesmo os tratados por 21 dias. Estes resultados corroboram aqueles obtidos
no teste do campo aberto, independentemente das diferentes caracteristicas,

sensibilidades e especificidades de cada método/teste.
5.3 RESULTADO DO TESTE DE INDUCAO DE SONO

O teste de inducdo de sono por barbitarico possui a finalidade de verificar a

atividade depressora de diferentes compostos sobre o Sistema Nervoso Central
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(SNC) (CARLINI, 1979). Compostos que deprimem o SNC, geralmente, aumentam o
tempo total de sono produzido pelo pentobarbital, podendo também diminuir o tempo
até a perda do reflexo postural e entrada no sono, caracterizando assim potenciais
efeitos sedativos e/ou hipnéticos (NORUP, 2002). A medicdo destes dois ultimos
parametros € mais especifica neste teste do que a medida indireta do mesmo
fornecida pelo teste do rotarod ou mesmo campo aberto.

Sendo assim, os resultados da inducdo de sono por barbitlrico estédo
subdividios em mensuracéo da laténcia, onde foi considerado o tempo (em segundos)
até a perda do reflexo postural (Tabela 12) e tempo (em segundos) total de sono dos
animais (Tabela 13).

Tabela 12 - Resultados de médias e desvio padrédo do tempo (em segundos) até a

perda do reflexo postural dos animais submetidos ao teste de indug¢do do sono

Grupo Dose (mg.kgt.d?)

(dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 293 +91 323 £ 59 307 + 32 272 + 16
14 620 + 10 298 + 93* 390 + 163* 196 + 64*
21 433 +13 344 + 43 328 + 19 256 + 107*

* Diferenca estatisticamente significativa

Em relacdo ao tempo (em segundos) até a perda do reflexo dos animais, a
ANOVA mostrou que houve uma diferenca estatisticamente significativa no controle
negativo do grupo de 14 dias (620 s = 10 s), pela qual se verificou um decaimento no
tempo até a perda de reflexo quando este grupo foi comparado aos grupos
experimentais nas trés diferentes doses (298 s £ 93 s; 390 s £ 163 s; 196 S + 64 S).
Também houve diferenca significativa entre o controle negativo do grupo de 21 dias
(433 s + 13 s) comparado a ao grupo experimental na dose de 96 mg.kg™t.d* (256 s +
107 s), assumindo-se entdo o efeito depressor no SNC causado pelo CH e de acordo

com estes dados.
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Tabela 13 - Resultados de médias e desvio padrao do tempo (em segundos) total de

sono dos animais submetidos ao teste de indugao do sono

Grupo Dose (mg.kgt.d?)

(dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 2865 + 968 2124 + 238 3200 + 693 2539 £ 819
14 2940 + 540 2840 + 399 2190 + 368 3342 + 482
21 1773 £ 919 1569 + 103 2189 + 101 2923 £1041

Em relagdo ao tempo (em segundos) total de sono dos animais, a ANOVA
mostrou que n&o houve diferenca estatisticamente significativa no tempo total de sono

dos animais dos diferentes grupos submetidos ao teste de inducao de sono.

5.4 RESULTADO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA PROVAS DE
FUNCOES RENAL E HEPATICA

A Tabela 14 apresenta os valores médios e desvios padréo das determinacfes
de AST, ALT, ureia e creatinina que sao parametros bioquimicos marcadores da
funcdo renal e hepatica. Quando os mesmos estdo aumentados em relacdo ao
controle negativo, isto pode indicar alteracdes funcionais de figado e rins, muito
embora sem precisar com exatidao o nivel de comprometimento do 6rgao (MARTIN
et al.,1981).
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Tabela 14 - Resultados de médias e desvio padrao dos parametros bioquimicos

analisados

Parametro Grupo Dose (mg.kg™.d™?)

(Unidade) (dias) Controle Negativo 0,96 9,60 96,0
7 1042+203 1220+329 1733+1216 102,0+402
AST (UL) | 14  108,7+355 156,8+50,8 1250+46,5 1322 +49,6
21 853+53 1165+209 1020+389 1190 +54,3
7 503+197 555+256 47.7+16,6  352+132
ALT (ULL) | 14 432+6,9 510+125  397+7.1 47.0+9.2
21 435+53 433+7.1 405+ 8,7 453+9.1
7 36,0 + 5.4 365+53 37.7+42 355+27
Ureia 14 343+31 402+972 307+09.72 304 +47
(mg/dL)
21 395+7.2 405+ 6.3 438+64 442 +6.4
7 050+004 061+009 052+006 047 +0.06
Creatinina |\ 1, 514006 054+007 048+006 051003
(mg/dL)
21  048+005 049+005 046+005 048+005

Para os resultados referentes a atividade das transaminases hepaticas
AST/ALT e dos marcadores de funcao renal ureia e creatinina, a ANOVA indicou néo
existir uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais e o
grupo controle negativo.

Um estudo de efeitos bioquimicos do CH com 7 dias de exposi¢ao, Poon et al.,
(2000) constataram alterac@es funcionais de figado, porém as doses utilizadas pelos
autores correspondem a 5, 43 e 375 mg.kgt.d* sendo o LOAEL identificado na dose
de 5 mg.kg?.d1. Por outro lado, George et al., (2000) observaram alteracdes e lesdes
no figado de ratos apenas em exposicdo mais tardia, com 104 semanas de
administracdo de CH nas doses 7,4; 37,4 e 162,6 mg.kgt.d! em ratos e 13,5; 65 e

146,6 mg.kgt.d? em camundongos. Isto mostra as variacdes/flutuacdes globais dos
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dados obtidos, ainda que por métodos bastante semelhantes, sobretudo no que se
trata do tempo de exposicdo ao CH. Além disso, é sempre preciso levar em conta
outros fatores contribuintes, como certa imprecisao inerente aos métodos/medida e/ou

variagdes intra e interespécies, como conhecidas.

5.5 DETERMINACAO DO NIVEL DE EFEITO ADVERSO NAO OBSERVADO
(NOAEL) E DO NIVEL DO MENOR EFEITO OBSERVADO (LOAEL)

Com base nos experimentos realizados, foi possivel a determinacdo dos
valores do NOAEL e do LOAEL em alguns dos parametros analisados.

No teste de inducdo de sono o LOAEL foi identificado na dose de 0,96 mg.kg
1.dl. Dessa maneira, para o parametro avaliado ndo foi possivel estabelecer o valor
de NOAEL, em decorréncia do valor de LOAEL corresponder a menor dose
experimental empregada.

Nesse sentido, diversos trabalhos encontrados na literatura relatam efeitos na
menor dose de administracdo do CH. Entretanto, tais trabalhos estdo baseados na
analise de diferentes parametros e testes, como por exemplo, alteracfes de peso,
lesbes de orgaos, motilidade espermatica, imunidade humoral, parametros
bioquimicos e, dentre outros, mas que nao exatamente especificos para acédo do CH
no SNC, como medido por sedacado, hipnose e/ou mesmo impedimento locomotor
(DANIEL et al., 1992; GEORGE et al., 2000; KAUFFMANN et al., 1982; KLINEFELTER
etal., 1995; POON et al., 2002; POON; NADEAU; CHU, 2000; SANDERS et al., 1982).

De fato e por exemplo, em um estudo realizado com camundongos ao avaliar
os efeitos do CH ao sistema imunologico foi obtido o LOAEL na menor dose de
administracéo (16 mg.kg™.d ') valor 17 vezes maior que o LOAEL de 0,96 mg.kg?t.d*
identificado no presente trabalho (KAUFFMANN et al., 1982).

E importante ressaltar que na literatura ndo foram encontrados testes de
avaliacdo comportamental e locomotora para avaliar os efeitos do CH no contexto de
risco a saude (calculo do VPM). Desse modo, o presente estudo vem contribuir com
a aplicacdo de diferentes modelos experimentais animais, que possam ser mais
especificos para a acéo fim do CH, com a finalidade de estabelecer valores de NOAEL
e LOAEL abaixo dos encontrados na literatura atualmente, que consequentemente ao
serem empregados na realizagdo do célculo do VMP de CH, resultou um VMP mais
restritivo e seguro. Além disso, o calculo de VPM a partir de bioensaios diversos ajuda

a completar e dirimir inconsisténcias que levem em conta diferentes arranjos e
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condicbes experimentais, abastecendo a literatura cientifica de informacdes

consistentes.

5.6 CALCULO DO VALOR MAXIMO PERMITIDO DA CONCENTRACAO DE CLORO
HIDRATO EM AGUA POTAVEL

Considerando o valor de NOAEL em 9,60 mg.kg™.d* para o célculo do VMP, o
valor obtido foi de 2,3 mg.L* de CH, valor acima do recomendado pela OMS. Portanto,
recomenda-se que em futuros trabalhos sejam empregadas doses intermediarias ou
menores que as utilizadas nesse trabalho e, sobretudo, por um periodo de tempo
maior de exposicdo ao CH, de modo que algumas flutuagdes experimentais
observadas neste trabalho preliminar possam ser dirimidas.

O valor de LOAEL foi obtido na menor dose experimental deste estudo, 0,96
mg.kgt.d?, resultando em um VMP de 0,023 mg.L! de CH. Isto estd em conformidade
com o VMP de 0,02 mg.L* definido pela Australia e Nova Zelandia para o CH (SADIQ;
RODRIGUEZ, 2004), e destaca-se que este valor € 5 vezes mais restritivo que o VMP
para THM citado na legislacéo do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Em vista disso, o0 menor valor do NOAEL em estudos de CH como SPD foi
estabelecido por Poon et al. (2002) na dose de 1,9 mg.kg*.d! e LOAEL 19,8 mg.kg
1.d, que quando utilizados esses valores para o calculo do VMP obtém-se um valor
23 vezes maior que o VMP de 0,02 mg.L! proposto nesse estudo. Além disso, 0 menor
valor de LOAEL encontrados em estudos de CH relacionado a agua potavel foi
estabelecido por Poon et al. (2000) na dose de 5 mg.kg?.d%, que ao ser empregado
para o calculo do VMP obtém-se o valor de 0,12 mg.L™%, valor também acima (6 vezes)
do VMP de 0,02 mg.L proposto nesse estudo.

Portanto e conforme recomendacao da OMS (2000), basta apenas um efeito
adverso observado para que possa ser posta em pratica a realizacédo da avaliacédo de

risco.
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6 CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

e Aestabilidade da solucdo de CH apresentou uma tendéncia de decaimento nos
valores de concentracdo da solucdo entre 17 e 21 dias ap0s a sua preparagao.
Nesse trabalho, foi adotado como medida de prevencao para garantia da
exatidao de doses, o tempo de 11 dias como sendo o tempo maximo de uso da
solucdo a ser administrada aos animais nos diferentes testes empregados;

e Foiidentificado o NOAEL do CH na dose de 9,60 mg.kgt.d.

e Foiidentificado o LOAEL do CH na dose de 0,96 mg.kg*.d1.

e Considerando o valor encontrado de NOAEL na dose de 9,60 mg.kgt.d?
utilizado para o célculo do VMP, obteve-se o valor de 2,3 mg.L* de CH.

e Considerando o valor de LOAEL do CH encontrado na dose de 0,96 mg.kg™t.d-
1 0 VMP obtido foi de 0,023 mg.L' de CH, valor préximo ao 0,02 mg.L*
estabelecido pela Australia e Nova Zelandia.

e Destaca-se que o VMP de 0,02 mg.L* de CH é 5 vezes mais restritivo que o
VMP de 0,10 mg.L* para THM citado na legislacdo do Brasil.

e Nesse trabalho foi obtido VMP de 0,02 mg.L! de CH, ou seja, uma pessoa pode
ingerir &gua potavel diariamente contendo até 0,02 mg.L* de CH durante toda
a vida (média de 70 anos) sem que o mesmo ofereca riscos a sua saude.

e Sugere-se a realizacdo de novos trabalhos com a administracdo de doses de
CH por um periodo mais longo, de modo a estabelecer definitivo e inequivoco

este valor.
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ANEXO A

, pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA - fo

belaMlssAo DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA UNAERP, em reunido real
18/04/2018.

Coordenadora da

Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade de Ribeirio Preto




