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Resumo

No tratamento da agua potavel sao utilizados produtos clorados de modo a garantir o nivel de seguranga
sanitdria exigido. Contudo, na presenca de precursores, pode ocorrer a formacao de Subprodutos da De-
sinfeccdo (SPD) em decorréncia da reagdo com o cloro. O SPD Cloral Hidratado (CH), composto hipnético e
sedativo, tem sido encontrado na agua, no entanto nao é citado no padréo de potabilidade brasileiro. Este
trabalho tem como objetivo geral avaliar o risco toxicoldgico do CH a partir de ensaios especificos e calcular
um Valor Maximo Permissivel (VMP). Roedores foram expostos a diferentes concentra¢des padronizadas de
CH e submetidos a analises bioquimicas e bioensaios comportamentais e de locomocao, tais quais os de
campo aberto, indugéo de sono e rotarod. Foi identificado o Nivel de Efeito Adverso Nao Observado (NOAEL)
na dose 9,60 mg.kg™'.d"", obtendo-se 0 VMP de 2,3 mg.L " de CH; considerando o Nivel de Menor Efeito Obser-
vado (LOAEL) na dose 0,96 mg.kg™".d", obteve- se 0 VMP de 0,023 mg.L™" de CH, valor préximo ao 0,02 mg.L’
citado nos padrdes da Austrélia (2017) e da Nova Zelandia (2017).

Palavras-chave: Agua potavel. Avaliacio de risco. Cloral hidratado. LOAEL. NOAEL. Subprodutos da desinfeccao.

Abstract

In the treatment of drinking water, chlorinated products are used in order to guarantee the level of sanitary
safety. In the presence of precursors there is a formation of disinfection by-products (DPB). DBP Chloral Hydrate
(CH), a hypnotic and sedative substance, has been found in water. This work aims to evaluate the toxicological risk
of CH from specific trials and calculate a Maximum Contaminant Level (MCL). Rodents were exposed to different
concentrations of CH and were submitted to biochemical analysis and behavioral and locomotor bioassays, such
as the open field, sleeping induction and rotarod. The No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) at the dose
9.60 mg.kg'.d"" was determined, obtaining the MCL of 2.3 mg.L"" of CH; considering the Lowest Observed Effect
Level (LOAEL) at the dose 0.96 mg.kg™".d"", MCL of 0.023 mg.L"" of CH was obtained, close to 0.02 mg.L"" quoted
in the standards of Australia (2017) and New Zealand (2017).

Keywords: Chloral Hydrate. Disinfection by-products. Drinking water. LOAEL. NOAEL. Risk Assessment.
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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 captadas
pela Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) e sub-
metida ao tratamento pode reagir com o cloro,
causando a formacdo de Subprodutos da desin-
feccdo (SPD) (BELLAR; LICHTENBERG; KRONER,
1974; LYKINS; KOFFSKEY; PATTERSON, 1994;
STEVENS et al., 1976). A MON ¢é principalmente
caracterizada pela presenca de acidos fulvicos e
himicos, pela eutrofizagdo em razdo da matéria
nitrogenada e fosforada, e pela presenca de ma-
téria carbonécea (ESTEVES, 1998)

Paises como Suécia, Noruega, Alemanha e Gra-
Bretanha, a partir da década de 90, relataram
um crescente aumento nos niveis de concentra-
¢do de MON nos corpos de dgua, provavelmen-
te devido aos eventos associados as variacoes
climaticas diversas, como aquecimento global,
mudangas na acidificacdo 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 efici-
éncia na inativacdo de microrganismos patogé-
nicos e na oxidacdo de compostos que causam
sabores e odores. Contudo, o uso do cloro via-
biliza a formacao de importantes SPD como os
Trialomentanos (THM) e os Acidos Haloacéticos
(AHA) que sd@o reconhecidamente cancerigenos
(MEYER, 1994; PASCHOALATO; TRIMAILOVAS;
DI BERNARDO, 2008). Um outro SPD gerado e
de grande importancia para salde publica é o
Cloral Hidrato (2,2,2-tricloroetano-1,1-dioltri-
cloroacetaldeido monohidrato; C,H,CL,0,) (CH)
(DABROWSKA; NAWROCKI, 2009). Segundo o pa-
drdo de potabilidade de dgua para consumo hu-
mano atualmente vigente no Brasil (2017), o Va-
lor Maximo Permissivel (VMP) de THM e AHA é de
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0,1 mg.L" e 0,08 mg.L", respectivamente. De
modo relevante, a referida legislagdo brasileira
ndo menciona o VMP para o CH (BRASIL, 2017).

O CH é um composto utilizado na medicina ve-
terinaria e humana como sedativo e hipnético,
sendo também usado na fabricacado do pestici-
da Diclorodifeniltricloroetano (DDT) (BUDAVARI,
1996). O CH é um dos principais subprodutos
formados no tratamento da agua potavel, es-
pecialmente quanto ao quesito de quantidade.
A formacédo do CH n&o ocorre naturalmente na
agua, e para a populacdo, a maior via de exposi-
¢do a esse subproduto ocorre por meio da dgua
potavel (DABROWSKA; NAWROCKI, 2009). O pre-
sente trabalho se propde a realizar investigacao
de escala dose-resposta por meio de bioensaios
aplicados a diferentes modelos animais e pro-
poésitos, de modo a avaliar o risco toxicoldgico a
salde causado pelo CH na agua potavel.

2 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada foi realizada em trés
etapas, sendo a determinacdo da estabilidade
da solucdo aquosa de CH, a realiza¢do dos bio-
ensaios com a definicdo de NOAEL e LOAEL para
avaliacdo de risco a saude e o célculo da concen-
tracdo do VMP.

2.1 Estabilidade da solucao de CH

A fim de verificar a estabilidade da solugéo
de CH, foi preparada uma solucdo estoque de
100 mg.L", a partir do sal de CH P.A. (CAS 302-
17-0 - Dindmica® - Céd. 1089), diluida em agua
purificada para a obtencdo das concentragbes
seriadas de 100, 50 e 10 pg.L". A quantificagcdo
de CH na solugéo (meio aquoso) foi realizada pelo
teste de recuperacdo por meio da técnica anali-
tica de cromatografia a gas por detector de cap-
tura de elétrons (CG-DCE), utilizando o cromaté-
grafo a gas da marca Varian®, modelo 3600CX.

Revista DAE | Sdo Paulo | v. 69, n 228 / pp 53-63 | Jan a Mar, 2021



Cloral hidratado: avaliacao de risco a satde humana como subproduto da desinfeccao da agua

O procedimento analitico foi adaptado do mé-
todo 551.1 (USEPA, 1995), sendo empregadas as
seguintes condi¢cbes operacionais: coluna de silica
capilar (marca Agilent ] & 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 vo-
lume de injecdo de amostra 1uL no modo com di-
visdo (splitless). Neste processo faz-se necessaria
uma etapa prévia de extracao liquido-liquido com
Metil-terc Butirico Eter (MTBE) para obtencédo de
extrato organico a ser injetado no CG-DCE.

2.2 Procedimentos experimentais em animais

Foram utilizados 72 ratos Wistar machos, com
peso entre 170 e 210g adquiridos da empresa

Anilab (Paulinia - SP) e alojados no biotério de
nossa institui¢cdo. Os animais foram aclimatados
as condicdes laboratoriais por 6 dias, seleciona-
dos aleatoriamente, marcados individualmente e
separados em grupos que receberam suprimento
de agua deionizada e alimentacdo ad libitum. A
iluminacdo empregada foi artificial, sendo a se-
quéncia de 12 horas de luz e 12 horas de escuro
em ambiente climatizado a 22°C (+3°) com umi-
dade entre 30 e 70% e ventilagéo. Além disso, to-
dos os procedimentos experimentais efetuados
nesse trabalho foram realizados de acordo com
alein®11.794 de 08/10/2008 e aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
instituicdo sob o nimero 01/2018. Os animais
foram divididos em 12 grupos de 6 animais cada
e separados conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Divisdo dos grupos animais de acordo com o tempo para cada bioensaio

Dias de tratamento Controle Negativo
7 Grupo 1
14 Grupo 5
21 Grupo 9

Grupos experimentais (mg.kg'.d"")

9,60 96,0
Grupo 3 Grupo 4
Grupo 7 Grupo 8
Grupo 11 Grupo 12

Nota: Grupos 1,5 e 9 (n= 6 animais/grupo): Controle negativo - Administragdo didria de 4gua deionizada porvia oral (1 mL); Grupos 2, 6 e 10: Grupo experimen-
tal - Administrag&o diaria da solugdo de CH por via oral na dose de 0,96 mg.kg™'.d""; Grupos 3, 7 e 11: Grupo experimental - Administracao didria da solugéo de
CH porvia oral na dose de 9,6 mg.kg™".d™"; Grupos 4, 8 e 12: Grupo experimental - Administragao diaria da solugdo de CH porvia oral na dose de 96 mg.kg™".d™".

2.3 Teste do Campo Aberto

Para a realizacao do teste do campo aberto, cada
animal foi introduzido no centro de uma arena
circular com paredes transparentes de acrilico
com 60 cm de didmetro e 50 cm de altura, com
piso subdividido em 12 sec¢des, modelo OPO199
(Insight). Os parametros observados foram: o
nimero de quadrantes 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 au-
tolimpeza (grooming). Cada animal permaneceu
no equipamento por 5 minutos, sendo o aparato
higienizado com alcool 70% v/v em cada troca de
animal. Todo o periodo em que o animal perma-
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neceu no campo aberto foi filmado, para poste-
rior andlise e registro de dados.

2.4 Teste do Rotarod

O teste foi realizado por meio de Rotarod da mar-
ca Ugo Basile, modelo 7750, permitindo avalia-
¢do do desempenho locomotor de cada animal,
verificando alteragées de equilibrio e coordena-
¢do motora. Para realizagdo do teste, os animais
foram colocados com as quatro patas sobre uma
barra giratéria de 2,5 cm de didametro, a 25 cm
acima do nivel de referéncia, com uma taxa de
rotacdo constante de 12 rotagbes por minuto
(rpm). No dia anterior ao teste, os animais foram
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treinados durante 90 segundos por 3 vezes, e foi
adotado como critério de exclusdo dos animais o
fato de, durante o treinamento, ndo conseguirem
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 nime-
ro de quedas durante o tempo de experimento.

2.5 Teste de Inducao de Sono

O teste para avaliagdo de sono foi realizado por
meio da indugcdo de sono por barbiturico, que
correspondeu a administracdo de pentobarbital
sédico 50 mg.kg™ (Thiopentax®, Cristdlia) por via
intraperitoneal, avaliando-se o tempo (em segun-
dos) decorrido entre a perda do reflexo postural e
o tempo total de sono de cada grupo experimen-
tal comparado ao grupo controle negativo.

2.6 Parametros bioquimicos: Provas de funcoes
hepatica e renal

A avaliagao dos parametros bioquimicos de fun-
¢do renal e hepética ocorreu ao final de cada 7
dias de experimento, totalizando 21 dias. Um dia
apos o teste de indugéo de sono, os animais fo-
ram anestesiados com pentobarbital na dose de
50 mg.kg™i.p, com subsequente coleta de amos-
tra sanguinea, uma Unica vez, por puncao intra-
cardiaca. O sangue foi coletado em tubo seco e

o soro obtido por centrifugagao, a 250 g por 15
minutos. Posteriormente, o soro foi transferido
para microtubos secos, identificado e encami-
nhado para o Laboratério de Anélises Clinicas do
Curso de Ciéncias Farmacéuticas da Instituicao.
Foram utilizados kits de diagnéstico padroni-
zados (Labtest®) e analisador bioquimico auto-
matico (Mindray BS-380) para a avaliacdo dos
seguintes parametros bioquimicos: ureia, crea-
tinina, como provas da funcéo renal e aspartato
aminotransferse (AST) e alanina aminotransfe-
rase (ALT) como provas da func¢éo hepatica.

2.7 Determinacao do Nivel de Efeito Adverso
N3ao Observado (NOAEL) e Nivel do Menor
Efeito Observado (LOAEL)

A metodologia para avaliagdo do risco segundo
modelo de dose resposta foi baseada nas reco-
mendag¢des da Organizagdo Mundial da Salude
(2000). O critério de selecdo da dose ministra-
da por peso corpéreo 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"". Considerando que o recomen-
davel para avaliacdo de risco é a obtencdo de
NOAEL, foram adotadas doses diarias de CH
menores. Para o calculo partiu-se da DL50 do
CH que corresponde a 480 mg.kg’, e foram
adotadas as seguintes rela¢des: 1/500 DL50
(0,96 mg.kg™); 1/50 DL50 (9,6 mg.kg™) e 1/5
DL50 (96 mg.kg™) (Tabela 2).

Tabela 2 - Grupos de animais, critério de calculo da dose com referéncia do CH a DL50 de 480 mg.kg™, concentragéo
da solucdo de CH preparada e administrada, volume ingerido e célculo da dose diéria.

Critério para

Concentragao de CH Peso corpéreo médio Volume ingerido Dose didria

e (DESI:L:::: ;(;?;:-1) (mg.L") dos ratos (g) (mL.d) (mg.kg™'.d")
A Controle Negativo 0 188+11,7 0,97-1,35 0
B 1/500DL50=0,96 172e220 187 +11,7 0,97-1,35 0,96
C 1/50DL50 =9,60 1800 e 2400 198 7,7 0,97-1,35 9,60
D 1/5DL50=96,0 16800 e 22000 191+11,6 0,97-1,35 96,0
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2.8 Calculo do Valor Maximo Permissivel da
concentracao de Cloral Hidrato em agua potavel

A partir dos resultados obtidos nos ensaios com
os animais, foi determinado o valor da dose do
NOAEL e/ou LOAEL para os parametros analisa-
dos, em seguida foi calculada a Ingestéo Diaria
Toleravel (IDT) mg.kg™'.d™, conforme a Eq. 1.

NOAEL
FI

IDT =

Em que:

IDT: Ingestao Diaria Toleravel (mg.kg™'.d™"); NOA-
EL: Dose sem efeito observado (mg.kg™.d™");

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

O fator de incerteza (Fl) adotado foi multiplicado
por 10 considerando variabilidade entre espé-
cies; multiplicado por 10 considerando variabi-
lidade intra-espécie e multiplicado por 10 para
explicar o uso de um LOAEL em vez de um NOAEL,
o ultimo apenas quando necessario (ORGANIZA-
CAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000).

A Eq. 2 foiempregada para determinagéo do VMP
de CH (mg.L'") em agua potavel a seringerido por
dia por um individuo humano adulto com peso
médio de 60 kg e ingestdo de 2,0 L de 4gua con-
tendo CH por dia durante toda vida, tendo por-
base a expectativa média de vida do brasileiro.

IDT xmcx f
VMP= C (2)

Em que:

VMP: Valor Maximo Permissivel (mg.L"" CH); IDT:
Ingestao Diaria Toleravel (mg.kg™.d""); mc: Massa
corporal do adulto (60 kg);

f: Fragdo ou porcentagem da IDT associada a in-
gestdo de agua (valor adotado de 80% ou 0,8,
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considerando o consumo total de 4gua, uma vez
que a exposi¢do ao CH para a populagdo em ge-
ral vem principalmente do consumo de agua po-
tavel apés a desinfeccdo com cloro);

C: Consumo de dgua de 2,0 L por dia.

2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos em cada teste foram subme-
tidos a anélise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguida pelo post-hoc de Tukey utilizando o
software Graph Pad Prism (7.0) (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A solucao estoque de CH que foi preparada na
concentragcdo de 100 mg.L™" teve sua estabilida-
de confirmada pela checagem de sua concentra-
¢do por meio do teste de recuperacao, utilizando
diluicdes e extracdo liquido-liquido em MTBE
seguido de anélises cromatogréaficas. Sequndo
o INMETRO (2007), a aceitagao de recuperagao
esta entre 70 e 120%. Dentre as diluicdes prepa-
radas neste trabalho, os resultados de recupera-
¢do de CH foram satisfatérios, portanto dentro
da faixa de 70 a 120% (dados nédo apresenta-
dos). Esse resultado é importantepara garantir
a confiabilidade e a reprodutibilidade das do-
ses empregadas nos diferentes bioensaios aqui
utilizados. Além disso, a solugdo preparada de
CH na concentracdo de 100 mg.L" foi analisada
periodicamente para determinacao do prazo de
validade/estabilidade para a utilizacdo nos bioe-
nsaios. Esse procedimento teve por objetivo veri-
ficar se a concentracdo da solucao de CH é per-
sistente a degradacdo, e o resultado determina a
periodicidade de preparo da solucdo a ser aplica-
da nos animais. Foi adotado o tempo de estabi-
lidade maxima de 11 dias como medida de pre-
vencao, visto que o tempo total de experimento
foi de 21 dias, e observou- se uma tendéncia de
decaimento nos valores de concentragdo da so-
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lugdo entre 17 e 20 dias (dados nédo apresenta-
dos). Em decorréncia disso, a solucéo foi prepa-
rada duas vezes, uma no inicio do experimento e
outra no 11° dia. Assim, somente solu¢des com
no maximo 11 dias de preparagao foram usadas
nos experimentos, garantido novamente a exati-
dao das doses utilizadas nos bioensaios.

Os resultados do teste do campo aberto estdo
subdivididos em observacdo da frequéncia de
cruzamentos entre quadrantes (crossing), frequ-
éncia de levantamentos (rearing) e frequéncia de
autolimpeza (grooming) dos animais analisados

durante o experimento (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados de médias e desvio padrao expressos em nimeros de cruzamentos (crossing), levantamentos
(rearing) e autolimpeza (grooming) dos animais submetidos ao modelo do campo aberto

Parametro Tempo ' Contrc?le
de tratamento (dia) Negativo
7 425+11,8
Crossing 14 288476
21 275+17,1
7 16,5+5,6
Rearing 14 128+48
21 10,8+9,4
7 25%15
Grooming 14 34£009
21 2,0%0,6

Em relagdo aos parametros analisados para
o teste do Campo Aberto, a ANOVA mostrou
que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre nenhum dos grupos (7, 14
e 21 dias) nas doses 0,96; 9,6 e 96 mg.kg™'.d™"
em comparacgdo ao controle negativo e entre
as doses. Isso indica que o CH nas doses aqui
administradas pelo tempo de até 21 dias nao
interferiram na locomogao e na atividade ex-

ploratdria dos animais.

Dose (mg.kg™.d™")

0,96 9,60 96,0
34,50+5,2 43,5+13,9 25,7+6,0
31,2+£11,1 32,3+£16,7 36,8+18,2
30,2290 38,4+£16,7 27,8+10,2

15375 11,8+5,0 10,8+3,6
12,872 12,872 1237,
16,5+ 6,1 17,6 +10,0 13,848
33+24 2,7+0,8 4,0+0,6
2,011 2212 38+19
4223 28+1,1 2,712

O teste do rotarod permitiu avaliar a performance
motora dos animais com a finalidade de detec-
tar alterac¢des de equilibrio e coordenacao que se
deem por sedagdo, relaxamento muscular e/ou
impedimento locomotor potencialmente induzi-
das pelas diferentes doses do CH (ROSLAND et al.,
1990). Ao se colocar o animal sobre a barra girat6-
ria a uma velocidade constante pode-se verificar o
tempo até a primeira queda (Tabela 4) e o nimero
total de quedas (Tabela 5), por meio da capacida-
de do animal em equilibrar-se sobre a mesma.

Tabela 4 - Resultados do tempo médio e desvio padrao (em segundos) até a primeira queda no teste do rotarod

Tempo Controle

de tratamento (dia) Negativo
7 40,4+11,7
14 46,0223
21 44,4 £16,2

Para os resultados do tempo decorrido até a pri-
meira queda, a ANOVA mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os

58

0,96
41,2+20,7
52,5+ 9,7
51,0£12,6

Dose (mg.kg™.d™")

9,60 96,0
37,8+20,5 42,2 20,2
48,2+18,9 32,4+18,2
32,2133 51,4+13,2

grupos experimentais nas diferentes doses com
o controle negativo e em nenhum dos periodos
de tempo avaliados (7, 14 e 21 dias).
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Tabela 5 - Resultados de médias e desvio padrédo expressos em niimero de quedas dos animais submetidos ao teste do rotarod

Tempo Controle

de tratamento (dia) Negativo
7 1,308

14 1,015

21 0,6+0,6

Em relacdo ao nimero total de quedas, a ANOVA
seguida pelo teste de Tukey mostrou que ndo hou-
ve diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos experimentais e o controle negativo
para as diferentes doses e tempos de observacgao.

Isso indica que ao menos nas doses testadas e
nos tempos de observacgao utilizados, o CH nao
produz alterag¢des significativas na performance
locomotora dos animais, mesmo nos tratados
por 21 dias. Esses resultados corroboram aqueles
obtidos no teste do campo aberto, independen-
temente das diferentes caracteristicas, sensibi-
lidades e especificidades de cada método/teste.

O teste de inducdo de sono por barbiturico possui
a finalidade de verificar a atividade depressora

de diferentes compostos sobre o Sistema Nervo-

0,96
0,8+1,2
0,7+0,8
0,4+0,6

Dose (mg.kg™'.d™")

9,60 96,0
0,705 1,016
08+13 1,411
1,4+0,6 0,6+0,9

so Central (SNC) (CARLINI, 1979). Compostos que
deprimem o SNC geralmente aumentam o tempo
total de sono produzido pelo pentobarbital, po-
dendo também diminuir o tempo até a perda do
reflexo postural e entrada no sono, caracterizan-
do assim potenciais efeitos sedativos e/ou hip-
néticos (NORUP, 2002). A medicdo desses dois
Ultimos parametros é 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 inducao de sono
por barbiturico estdo subdivididos em mensu-
racdo da laténcia, onde foi considerado o tempo
(em segundos) até a perda do reflexo postural
(Tabela 6) e tempo (em segundos) total de sono
dos animais (Tabela 7).

Tabela 6 - Resultados de médias e desvio padrdo do tempo (em segundos) até a perda do reflexo postural dos animais
submetidos ao teste de inducéo do sono

Tempo Controle

de tratamento (dia) Negativo
7 293 +91

14 620+ 10

21 433+13

*Diferenca estatisticamente significativa

Em relagdo ao tempo (em segundos) até a per-
da do reflexo dos animais, a ANOVA seguida pelo
teste de Tukey mostrou que:

Houve diferenca estatisticamente significativa
entre o controle negativo (14 dias) (620s + 10
s) quando este grupo foi comparado aos grupos
experimentais nas trés diferentes doses (298 s
+935;390s+163s; 196 s £ 64 s), pela qual se

Revista DAE | Sao Paulo | v. 69, n 228 / pp 53-63 | Jan a Mar, 2021

0,96
32359

298 + 93*

344+ 43

Dose (mg.kg™'.d™")

9,60 96,0
307 £32 272+16
390+ 163* 196,0 + 64*
328%19 256 +107*

verificou um decaimento no tempo até a perda
de reflexo nos grupos experimentais. Também
houve diferenga significativa entre o controle
negativo (21 dias) (433 s + 13 s) comparado ao
grupo experimental na dose de 96 mg.kg™.d™"
(256 s +

depressor no SNC causado pelo CH e de acordo

107 s), assumindo-se entdo o efeito

com estes dados.
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Tabela 7 - Resultados de médias e desvio padrao do tempo (em segundos) total de sono
dos animais submetidos ao teste de inducdo do sono

Tempo Controle
de tratamento (dia) Negativo
7 2865 + 96,08
14 2940 + 540
21 1773919

Em relagdo ao tempo (em segundos) total de
sono dos animais, a ANOVA mostrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa
no tempo total de sono dos animais submetidos
ao teste de Inducéo de sono.

A Tabela 8 apresenta os valores médios e desvios
padrao das determinagdes de AST, ALT, ureia e

0,96
2124 +238
2840+ 399
1569 £ 103

Dose (mg.kg™.d™")

9,60 96,0
3200+ 693 2539819
2190+ 368 3342+ 482
2189101 2923+ 1041

creatinina, que sdo parametros bioquimicos mar-
cadores da funcéo renal e hepética. Quando os
mesmos estdo aumentados em relagdo ao con-
trole negativo, isso pode indicar alteragdes fun-
cionais de figado e rins, muito embora sem pre-
cisar com exatidao o nivel de comprometimento
do 6rgdo (MARTIN; HARPER; MAYES, 1981).

Tabela 8 - Resultados de médias e desvio padrdo dos parametros bioquimicos analisados

Parametro e . Contrq?le
de tratamento (dia) Negativo

7 104,2 +20,3

AST (U/L) 14 108,7 +35,5
21 853+53

7 50,3+19,7
ALT (U/L) 14 43,2+6,9
21 435+53
7 36,0+5,4
Ureia (mg/dL) 14 343+£3,1
21 395+7,2

7 0,50 +0,04

Creatinina (mg/dL) 14 0,51+0,06
21 0,48 + 0,05

Para os resultados referentes a atividade das
transaminases hepdticas AST/ALT e dos mar-
cadores de funcdo renal ureia e creatinina, a
ANOVA indicou ndo existir uma diferenca esta-
tisticamente significativa entre os grupos expe-

rimentais e o grupo controle negativo.

Num estudo de efeitos bioquimicos do CH com
7 dias de exposicdo, Poon et al., (2000) consta-
taram alteragées funcionais de figado, porém as
doses utilizadas pelos autores corresponderam
a5, 43 e 375 mg.kg'.d" sendo o LOAEL identi-
ficado na dose de 5 mg.kg™'.d"". Por outro lado,
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Dose (mg.kg™.d™")

0,96 9,60 96,0
122,0+£32,9 173,3+£121,6 102,0 + 40,2
156,8 +£50,8 125,0 £ 46,5 132,2 £49,60
116,5+20,9 102,0+38,9 119,04 54,3
55,5+25,6 47,7+16,6 35,2+£13,2
51,0£12,5 39,7271 47,0%9,2

43,3+7,1 40,5+8,7 45,3%9,1

36,553 37,7+4,2 355+2,7
40,2%9,2 39,7%9,2 39,447
40,5£6,3 438+6,4 44,2 + 6,4
0,61+0,09 0,52+0,06 0,47 £0,06
0,54+0,07 0,48 £ 0,06 0,51+0,03
0,49 +0,05 0,46 + 0,05 0,48 + 0,05

George et al.,, (2000) observaram alteracées e
lesdes no figado de ratos apenas em exposicao
mais tardia, com 104 semanas da administracao
de CH nas doses 7,4; 37,4 e 162,6 mg.kg'.d™
em ratos e 13,5; 65 e 146,6 mg.kg™".d"" em ca-
mundongos. Isso mostra as variages/flutuagdes
globais dos dados obtidos, ainda que por méto-
dos bastante semelhantes, sobretudo quando se
trata do tempo de exposicdo ao CH. Além disso,
é sempre preciso levar em conta outros fatores
contribuintes, como certa imprecisdo inerente
aos métodos/medida e/ou variagdes intra e inte-
respécies, como conhecidas.
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Com base nos experimentos realizados neste
atual trabalho, foi possivel a determinagédo dos
valores do nivel de efeito adverso nédo observa-
do (NOAEL) e do nivel do menor efeito observado
(LOAEL) em alguns dos parametros analisados.

No teste de inducdo de sono, o LOAEL foi iden-
tificado na dose de 0,96 mg.kg™'.d"". Dessa ma-
neira, para o parametro avaliado néo foi possivel
estabelecer o valor de NOAEL, em decorréncia do
valor de LOAEL corresponder a menor dose expe-
rimental empregada.

Nesse sentido, diversos trabalhos encontrados
na literatura relatam efeitos na menor dose de
administracdo do CH. Entretanto, tais trabalhos
estdo baseados na anélise de diferentes parame-
tros e testes, como, por exemplo, alteracées de
peso e lesdes dos 6rgaos, motilidade espermati-
ca e imunidade humoral, parametros bioquimi-
cos dentre outros, mas que ndo exatamente es-
pecificos para agdo do CH no SNC, como medido
por sedagdo, hipnose e/ou mesmo impedimento
locomotor (DANIEL et al., 1992; GEORGE et al,,
2000; KAUFFMANN et al., 1982; KLINEFELTER et
al., 1995; POON et al., 2002; POON et al., 2000;
SANDERS et al., 1982).

De fato e por exemplo, em um estudo realizado
com camundongos, ao avaliar os efeitos do CH ao
sistema imunolégico foi obtido o LOAEL na me-
nor dose de administracéo (16 mg.kg™.d™"), valor
17 vezes maior que o LOAEL de 0,96 mg.kg™.d™
identificado no presente trabalho (KAUFFMANN
etal, 1982).

E importante ressaltar que na literatura néo fo-
ram encontrados testes de avaliagdo compor-
tamental e locomotora para avaliar os efeitos
do CH no contexto de risco a saude (célculo do
VPM). Desse modo, o presente estudo vem con-
tribuir com a aplicacdo de diferentes modelos
experimentais animais que possam ser mais es-
pecificos para a acao fim do CH, com a finalidade
de estabelecer valores de NOAEL e LOAEL abaixo
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dos encontrados na literatura atualmente, que
consequentemente, ao serem empregados na
realizacdo do célculo do VMP de CH, resultaram
em um VMP mais restritivo e seguro. Além disso,
o célculo de VPM a partir de bioensaios diversos
ajuda a completar e dirimir inconsisténcias que
levem em conta diferentes arranjos e condicdes
experimentais, abastecendo a literatura cientifi-

ca de informacdes consistentes.

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. O valor de LOAEL
foi obtido na menor dose experimental deste es-
tudo, 0,96 mg.kg™'.d"", resultando em um VMP de
0,023 mg.L"" de CH. Isso estda em conformidade
com o VMP de 0,02 mg.L" definido pela Australia
e pela Nova Zelandia para o CH (SADIQ; RODRI-
GUEZ, 2004), e destaca-se que esse valor é 5 ve-
zes mais restritivo que o VMP para THM citado na
legislagcdo nacional (BRASIL, 2017).

Em vista disso, o menor valor do NOAEL em es-
tudos 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".d"". Quando utilizados esses valo-
res 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, o menor valor de LO-
AEL encontrado em estudos de CH relacionado
a agua potavel foi estabelecido por Poon et al.
(2000) na dose de 5 mg.kg™".d"". Ao ser empre-
gado para o célculo 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.

4 CONCLUSOES

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

* Foi identificado o NOAEL do CH na dose de
9,60 mg.kg™'.d™".
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* Foi identificado o LOAEL do CH na dose de
0,96 mg.kg™".d™.

* Considerando o valor encontrado de NOAEL na
dose de 9,60 mg.kg™".d™" utilizado para o calculo
do VMP, obteve-se o valor de 2,3 mg.L™" de CH.

* Considerando o valor de LOAEL do CH encon-
trado na dose de 0,96 mg.kg'.d' o VMP obti-
do foi de 0,023 mg.L™" de CH, valor préximo ao
0,02 mg.L" estabelecido pela Austrdlia e pela
Nova Zelandia.

* 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 legisla¢do do Brasil.

5 CONTRIBUICAO DOS AUTORES
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