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RESUMO

O abastecimento publico de agua em termos de qualidade e gquantidade é uma
preocupacao crescente da humanidade, em funcéo da escassez de recurso hidrico e
da deterioracdo da qualidade dos mananciais. A desinfec¢ao € o objetivo principal e
mais comum da cloracdo, porem aparecem o0s subprodutos como os THMs
(trihalometanos), como produtos resultantes da reagdo entre substancias quimicas
que se utilizam no tratamento oxidativo e matérias organicas naturalmente presentes
na agua. A doenca renal crénica constitui, atualmente, importante problema de
saude publica. No Brasil, a prevaléncia de pacientes mantidos em programas
assistenciais destinados ao controle e tratamento de Insuficiéncia Renal Cronica
(IRC) dobrou nos ultimos anos. Em Boa Vista, Roraima nao foi realizado nenhum
estudo com relagdo a niveis de THM na agua potavel distribuida pela Estacdo de
Tratamento. Portanto, houve necessidade de identificar os niveis de cloroférmio na
agua potavel distribuida e verificar possivel relagdo com incidéncia de insuficiéncia
renal crénica na populacdo atendida pela Estacdo de Tratamento de Agua (ETA).
Utilizamos amostras de agua da ETA de Boa Vista, Roraima, e estas foram
analisadas através da Extracdo em Fase Sodlida (SPE) e posteriormente pela
espectrofotometria. Nossas amostras foram coletadas nos meses de janeiro a julho
de 2011 na saida da Estacéo de Tratamento de Agua de Boa. Também verificamos
a incidéncia de Insuficiéncia Renal Crénica em Boa Vista, RR nos anos de 2008 e
2009 no servico de faturamento do Hospital Geral de Roraima. Realizamos um
bioensaio com Ratos Wistar Rattus norvegicusm, fornecido pelo Biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os ratos ao término de 80 dias foram
sacrificados, retirados os rins e enviados ao Laboratorio Central de Roraima para
confeccdo das laminas histologicas e analise da lesdo renal. Obtivemos
concentracfes de cloroférmio em todos os meses analisados. Durante o bioensaio
recriamos as condi¢cfes onde os ratos ingeriram dosagens diferentes de cloroférmio
na agua potavel (100 e 300 mg/kg). Em nosso estudo elaboramos um método novo
para confeccdo da curva analitica de calibracdo para o cloroférmio, sendo este um
método de baixo custo de mercado e de facil aplicacdo. O método proposto
apresentou boa precisao e linearidade atendendo o interesse aos limites maximos
estabelecidos pela Portaria 518/2004 do Ministério da Saude, garantindo a
aplicabilidade do mesmo para a analise simultdnea de cloroformio em &gua
destinada ao consumo humanao.

Palavras-chave: Trihalometano; Citocromo P450; Lesao renal; Bioensaio; Roraima



ABSTRACT

The public water supply in terms of quality and quantity is a growing concern of
mankind, because of water scarcity and deteriorating quality of water sources.
Disinfection is the primary purpose of chlorination and more common, but it appears
as the by-products like THMs products of the reaction between chemicals that are
used to treat oxidative and organic materials naturally present in water. Chronic
kidney disease is currently an important public health problem. In Brazil, the
prevalence of patients maintained on welfare programs for the control and treatment
of chronic renal failure (CRF) has doubled in recent years. In Boa Vista, Roraima was
not carried out any studies regarding THM levels in drinking water by sewage
treatment plant. Therefore, it was necessary to identify the levels of chloroform in
drinking water and check the possible relation with the incidence of chronic renal
failure in the population served by ETA. We use water from the water treatment
station in Boa Vista, Roraima, and these were analyzed by Solid Phase Extraction
(SPE) and subsequently by spectrophotometry. Our samples were collected in
January, February, March, April, May and June 2011 off the Water Treatment Plant
for Good. We found the incidence of chronic renal failure in Boa Vista, in the years
2007 to 2009 in billing service General Hospital of Roraima. For the bioassay used
adult females, with approximately five weeks, Wistar rats Rattus lineage norvegicusm
provided by the vivarium of the Federal University of Mato Grosso do Sul mice at the
end of 80 days were sacrificed, kidneys removed and sent to Central Laboratory
Roraima to make the slides and histological analysis of renal injury. Obtained
concentrations of chloroform in all months analyzed. During the bioassay re-create
the conditions where rats ingested different doses of chloroform in drinking water
(100 and 300 mg / kg). In our study we developed a new method to construct the
analytical calibration curve for chloroform, which is a low-cost market and easy to
apply. The proposed method showed good precision and linearity having the interest
to the ceilings established by Decree 518/2004 of the Ministry of Health, ensuring the
applicability thereof to the simultaneous analysis of chloroform in water intended for
human consumption.

Keywords: Trihalomethanes; Citocromo 450; Chronic renal failure; Bioassay,
Roraima
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1 INTRODUCAO

O abastecimento publico de agua em termos de qualidade e quantidade é
uma preocupacao crescente da humanidade, em funcdo da escassez de recurso
hidrico e da deterioracdo da qualidade dos mananciais. Organismos internacionais,
a exemplo da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e da Asociacion
Interamericana de Ingeneria Sanitaria y Ambiental (Aidis), e nacionais, como o
Ministério da Saude (MS) e o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), tém
reconhecido a problemética da agua neste final de século. Nessa perspectiva, em
1992 foi assinada em Havana uma declaracdo para a protecdo da qualidade da
agua, sendo instituido o Dia Internacional da Agua (OPAS, 1987).

As preocupacfes com a problematica ambiental estdo inseridas na Saude
Publica desde seus primérdios, apesar de s6 na segunda metade do século XX ter
se estruturado uma area especifica para tratar dessas questdes. Essa area que trata
da inter-relacéo entre saude e meio ambiente foi denominada de Saude Ambiental.
Segundo definicdo estabelecida pela OMS de acordo com Ministério da Saude:
Saude Ambiental é o campo de atuacdo da saude publica que se ocupa das formas
de vida, das substancias e das condicdes em torno do ser humano, que podem
exercer alguma influéncia sobre a sua saude e o seu bem-estar (BRASIL, 1990).

Mesmo com o irrefutavel conhecimento da importancia do saneamento para a
saude publica, registram-se regibes ao redor do mundo onde se verificam
irregularidades quanto a abastecimento publico de agua, esgotos sanitarios e
residuos sélidos. De acordo com a Organizacdo Pan-americana da Saude 2,4
bilhdes de pessoas (quase a metade da populacdo do planeta) ndo vivem em
condi¢cdes aceitaveis de saneamento, enquanto 1,1 bilhdo de pessoas ndo tém
acesso a um adequado sistema de abastecimento de agua. No Brasil, 36,1% dos
domicilios ndo sédo abastecidos de agua por rede geral, 7,2% do volume de agua
distribuida néo recebe tratamento (OPAS, 1987).

O Brasil figura na classificacdo de pais rico em agua e a Regido Hidrogréfica
do Amazonas contam com 73% do total de vazbes de rios brasileiros.
Coincidentemente, € na regidao Norte do pais que constata-se as maiores proporcoes
para gastos com internacdes por doencas relacionadas ao saneamento ambiental

inadequado. Nesta regido, no ano de 2000, o montante despendido com a referida
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categoria de moléstias representou 6,84% dos gastos hospitalares totais com
doencas, ao passo que a média deste 6nus no mesmo periodo em todo o Brasil foi
de 2,28% e na regido Sudeste 1,03% (REBOUCAS, 2004).

A agua é ingerida pelo homem em maior quantidade que todos os outros
alimentos reunidos e é, também, a sua principal excre¢cdo. Um adulto ingere por dia
mais de dois litros de agua, cerca de 3% do seu peso corpdreo, que, por sua vez, é
constituido por mais de 80% de agua (RIEDEL, 1992).

O controle de qualidade da agua para consumo humano (QACH) deve ser
entendido como algo mais abrangente que a sistematica analise laboratorial de
amostras de 4gua, devendo ser percebido como a adocao de boas praticas em todo
0 processo de producdo e fornecimento de agua para consumo, englobando a
protecdo de mananciais, a operacdo adequada da estacdo de tratamento, a
manutencado periodica das adutoras, dos reservatérios e da rede de distribuicéo, o
controle de qualidade dos produtos quimicos utilizados no tratamento da agua e a
capacitacdo técnica dos responsaveis pela operacdo do sistema (BASTOS et al.
2005).

Os sistemas de abastecimento de agua (SAA) séo obras de engenharia que,
além de objetivarem assegurar o conforto as populacdes e prover parte da infra-
estrutura das cidades, visam prioritariamente superar 0s riscos a saude impostos
pela adgua. Para que os SAAs cumpram com eficiéncia a funcdo de proteger os
consumidores contra 0s riscos a saude humana, € essencial um adequado e
cuidadoso desenvolvimento de todas as suas fases: concepcdo, projeto,
implantacéo, operacao e manutencao (BRASIL, 2006).

Existe, normalmente, grande nimero de compostos organicos na agua bruta.
Estes podem reagir com o cloro livre levando a formacao de diversos subprodutos,
entre eles os denominados trihalometanos (THMs). No inicio da década de 70,
descobriu-se que o cloroférmio e outros THMs eram produzidos durante a cloracao
da agua. Esta informacédo revestiu-se de grande importancia em virtude da
conclusédo de um bioensaio sobre a carcinogenicidade do cloroférmio realizado pelo
"National Cancer Institute”. O resultado positivo para esse bioensaio levou,
rapidamente, ao estudo de um valor limite de concentracdo maxima aceitavel para
esses compostos e, em 1979, a agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(Enviromental Protection Agency - EPA) aconselhou que o limite maximo para a
soma das concentragbes dos THMs (cloroférmio + bromodiclorometano+
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dibromoclorometano + bromoférmio) deveria ser de 100 ug/L na agua para consumo
humano (SINGER, 1993).

A Portaria MS n° 518, de 25 de marco de 2004 em seu artigo 2° diz que toda
agua destinada ao consumo humano deve obedecer ao padrao de potabilidade e
esta sujeita a vigilancia da qualidade da agua. Ainda em seu artigo quinto diz que
sdo deveres do Ministério da Saude, por intermédio da FUNASA: promover e
acompanhar a vigilancia da qualidade da agua, em articulagdo com as secretarias
de saude dos estados e do Distrito Federal e com os responsaveis pelo controle de
qualidade da agua, nos termos da legislacdo que regulamenta o SUS; executar
acOes de vigilancia da qualidade da agua, de forma complementar, em carater
excepcional, quando constatada, tecnicamente, insuficiéncia da acdo estadual, nos
termos da regulamentacao do SUS.

Brasil (2004) na secéo IV do artigo 9° afirma que o responsavel pela operacao
do sistema de abastecimento de agua incumbe: operar e manter sistema de
abastecimento de agua potavel para a populacdo consumidora em conformidade
com as normas técnicas aplicaveis publicadas pela Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT); manter e controlar a qualidade da agua produzida e distribuida,
por meio de: c) capacitacdo e atualizacdo técnica dos profissionais encarregados da
operacdo do sistema e do controle da qualidade da agua; analises laboratoriais da
agua, em amostras provenientes das diversas partes que compde o sistema de
abastecimento. E qualquer irregularidade deve ser comunicada, imediatamente, a
autoridade de saude publica e informar a populagdo a deteccdo de qualquer
anomalia operacional no sistema ou ndo conformidade na qualidade da agua
tratada, identificada como de risco a saude.

Ainda em seu artigo 29° diz que sempre que forem identificadas situacfes de
risco a saude, o responsavel pela operagdo do sistema ou solucdo alternativa de
abastecimento de agua e as autoridades de saude publica devem estabelecer
entendimentos para a elaboracdo de um plano de acdo e tomada das medidas
cabiveis, incluindo a eficaz comunicacdo a populacdo, sem prejuizo das

providencias imediatas para a correcdo da anormalidade (BRASIL, 2004 p. 10).



18

1.1 Tratamento da agua

A desinfeccdo da agua tem sido praticada por milénios, embora os principios
envolvidos no processo ndo fossem conhecidos. Existem indicios de que o uso de
agua fervida ja era recomendado em 500 a.C., mas alguns historiadores julgam que
esta pratica era adotada desde o comeco da civilizacdo. Os processos de
desinfeccdo tém como objetivo a destruicdo ou inativacdo de organismos
patogénicos, capazes de produzir doencgas, ou de outros organismos indesejaveis.
Os fatores que influem na desinfeccédo e, portanto, no tipo de tratamento a ser
empregado, podem ser resumidos em: espécie e concentracdo do organismo a ser
destruido; espécie e concentracdo do desinfetante; tempo de contato do
desinfetante com o organismo; caracteristicas quimicas e fisicas da agua; grau de
disperséo do desinfetante na 4gua (LAUBUSCH, 1971).

Desde 1986, o Ministério da Saude, por meio da Divisdo de Ecologia Humana
e Saude Ambiental, institucionalizou o que tinha como meta: prestar auxilio técnico e
financeiro as Secretarias Estaduais de Salde para que iniciassem uma revisao da
legislacdo afeta ao tema; capacitar tecnicamente os profissionais das Secretarias de
Saude para garantir o apoio laboratorial necessério a verificagdo do cumprimento da
legislacdo quanto ao padrao fisico-quimico e bacterioldégico da agua consumida pela
populacdo (BRASIL, 2006).

O subsistema de vigilancia em saude ambiental relacionada a qualidade da
agua para consumo humano do Sistema Nacional de Vigilancia Ambiental em Saude
requer um modelo de atuacdo da vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano no Brasil para se consolidar, devendo adotar um Programa bem
estruturado, em nivel nacional, com ac¢bBes a desenvolver nas esferas federal,
estadual e municipal, entre as quais se podem destacar: coordenacao da vigilancia
da qualidade da agua para consumo humano; normalizacdo; desenvolvimento de
recursos humanos; normalizacdo do registro dos produtos utilizados no tratamento
de &gua; normalizacdo das caracteristicas dos filtros domésticos; elaboracdo de
guias (métodos e procedimentos) e outras publicagbes para a vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano; diagndstico e inspecdo permanentes das
diversas formas de abastecimento de agua; monitoramento da qualidade da agua

para consumo humano; estruturacdo da rede laboratorial para vigilancia da
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qualidade da agua para consumo humano; identificacdo e mapeamento do grau de
risco a saude das diferentes formas de abastecimento de 4gua; avaliagdo e analise
sistematica de indicadores de saude e ambiente; avaliacdo e analise integrada dos
sistemas de informacéo; atuacdo junto ao(s) responsavel(is) pela operacdo de
sistema ou solugdo alternativa de abastecimento de &gua para correcdo de
situagdes de risco identificadas; atuagdo nos féruns intra e intersetoriais dos setores
afetos a qualidade e a quantidade da &agua; desenvolvimento de estudos e
pesquisas; disponibilizacdo de informacdes; educacdo, comunicacdo e mobilizacao
social (BRASIL, 2006).

O processo de coagulagéo é realizado por meio da adicdo de Cloreto Férrico
e tem a finalidade transformar as impurezas da agua que se encontram em
suspensao fina em estado coloidal. A decantacdo consiste na remocéao de particulas
em suspensdo mais densas que a agua por acdo da gravidade. A filtracdo é a
retencdo de particulas sélidas por meio de membranas ou leitos porosos. A cloracao
consiste na desinfeccdo das aguas através da utilizagdo de cloro gasoso. A
fluoretacdo € realizada visando proporcionar uma medida segura e econdmica de
auxiliar na prevencao da carie infantil (BRASIL, 2006)

O tratamento da &gua para consumo humano tem por finalidade primeira
torna-la potavel. Em sintese, procura-se tornar a agua atrativa para 0 consumo
humano. Portanto, os principais objetivos do tratamento sdo de ordem sanitaria
(remocdo e inativagcdo de organismos patogénicos e substancias quimicas que
representem riscos a saude) e estética/organoléptica (por exemplo: remocdo de
turbidez, cor gosto e odor). Em uma abordagem mais ampla o tratamento da agua
para consumo humano tem por objetivos: atender ao padrao de potabilidade exigido
pelo Ministério da Saude prevenindo a veiculagdo de doencas de origem
microbiolégica ou quimica; estimulando a aceitagdo para consumo e prevenir a carie
dentéria, por meio da fluoretacgéo.

Laubusch (1971) afirma que durante o0s processos numa estacdo de
tratamento de agua (ETA) convencional, as etapas de sedimentacédo, coagulacéo e
filtracAo removem parte dos organismos patogénicos e outros presentes na agua.
Os processos especificos de desinfec¢cdo podem ser classificados como: aplicacédo
de calor; irradiacao, luz ultravioleta e outros agentes fisicos; ions metéalicos — cobre e
prata; compostos alcalinos; compostos tensoativos — sais de amonia quaternarios;

oxidantes — halogénios, 0z6nio e outros compostos organicos e inorganicos.
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As caracteristicas necessarias para um bom desinfetante podem ser
resumidas em (ROSSIN, 1987):

* capacidade de destruir, em um tempo razoavel, os organismos patogénicos
a serem eliminados, na quantidade em que se apresentam e nas condi¢cdes
encontradas na agua;

* 0 desinfetante ndo deve ser toxico para 0 homem e para 0s animais
domeésticos e, nas dosagens usuais, ndo deve causar a agua cheiro e gosto que
prejudiquem o seu consumo;

* a concentracdo na agua tratada deve ser facil e rapidamente determinavel,

» deve produzir concentracdo residuais resistentes na agua, de maneira a

constituir uma barreira sanitaria contra eventual recontaminacdo antes do uso.

1.2 O principio da cloracdo da agua

7

A desinfeccdo € o objetivo principal e mais comum da cloragdo, o que
acarreta, muitas vezes, o uso das palavras “desinfeccdo” e “cloragdo” como
sinbnimos (BAZZOLI, 1993).

Quando o cloro é adicionado a uma agua quimicamente pura ocorre a
seguinte reacdo: o acido hipocloroso (HOCI-), formado pela adicdo de cloro a agua,
se dissocia rapidamente (FANG et al. 2008).

A acao desinfetante e oxidante do cloro é controlada pelo &cido hipocloroso,
um acido fraco. As aguas de abastecimento, em geral, apresentam valores de pH
entre 5 e 10, quando as formas presentes sdo o acido hipocloroso (HOCI-) e o ion
hipoclorito (OCI-). O cloro existente na agua sob as formas de acido hipocloroso e de
ion hipoclorito é definido como cloro residual livre (ROSSIN, 1987; OPAS, 1988).

Na América do Norte, a preocupacao com o padrédo de potabilidade iniciou-se
somente em 1914, referenciando-se a contaminacdo bacterioldégica, embora o
primeiro sistema de abastecimento de agua, que empregava tubos de madeira, date
de 1799, na cidade de Philadelphia. A partir dai, com o intervalo médio da ordem de
15 anos, diversos padrbées de potabilidade foram se sucedendo, elevando
progressivamente as restricbes quanto as caracteristicas fisicas, quimicas e

biolégicas das aguas de abastecimento. A evolucdo dos padrdes de potabilidade
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culminou com a insercao, a partir do final da década de 1970, dos trihalometanos
como parametros de qualidade de agua para consumo humano, em fungédo de
pesquisas que apontavam as possiveis propriedades carcinogénicas dos mesmos.
Esses compostos constituem-se em quatro espécies de metano-halogenados:
cloroférmio (triclorometano), diclorometano, dibromoclorometano e bromoférmio,
subprodutos da desinfeccao efetuada com compostos de cloro. Em razao de tal fato,
diversas pesquisas em tratamento de agua realizadas nos Estados Unidos reportam-
se ao Carbono Orgéanico Total (COT) como balizador da eficiéncia do processo ou
da operacdo unitaria enfocada (BRASIL, 2006).

A partir de 1983, a United States Environmental Protection Agency (USEPA)
fixou o Nivel Maximo de Contaminante (NMC) em 0,1 mg/L para o somatoério dos
quatro compostos. As pesquisas desenvolvidas e em curso, apontando a associacao
de tais compostos ao cancer, culminaram com a reduc¢ao do MCL para 0,08 mg/L.
Atualmente, as restricbes ao uso indiscriminado do cloro como desinfetante
concorreram para o recrudescimento do emprego de desinfetantes alternativos como
amonia, ozb6nio, radiacbes ultravioleta, peréxido de hidrogénio, didxido de cloro,
entre outros (BRASIL, 2006).

O ser humano necessita de agua de qualidade e em quantidade suficiente
para atender suas necessidades fisicas, sociais e econémicas. Para 0 consumo
humano, todos os componentes da agua, desde sdélidos suspensos até o0s
microrganismos que vivem no meio aquatico, devem estar no valor maximo
permitido pela legislacdo brasileira de padréo de potabilidade. O cloro ativo é muito
utiizado na etapa de desinfeccdo em estacdes de tratamento de agua com o
objetivo de destruir ou inativar microrganismos responsaveis por doencas. A escolha
do cloro como oxidante apresenta baixo custo, facil manuseio e possui alta eficiéncia
a temperatura ambiente e em tempo relativamente curto. No entanto, o cloro pode
reagir com a matéria organica da agua bruta, gerando subprodutos de reacéo
chamados de compostos organicos halogenados como os trialometanos (THMSs),
(BRASIL, 2006).

1.3 Formacéao de cloroférmio em agua tratada

Os THMs aparecem, principalmente na agua potavel, como produtos

resultantes da reacdo entre substancias quimicas que se utilizam no tratamento



22

oxidativo (cloro livre) e matérias organicas (acidos humicos e fulvicos) naturalmente
presentes na agua. Sua formacdo esta, portanto, relacionada ao uso do cloro
(SANTOS, 1988).

Os acidos humicos e fulvicos, também denominados de precursores dos
THMs, séo resultantes da decomposicdo da vegetacdo. A maioria destes acidos
contém radicais cetona, que podem produzir haloférmios apds a reacdo com o cloro
(TOMINAGA, 1998).

Ainda de acordo com BRASIL, (2006) os principais subprodutos de formacgéao
na aplicagdo do cloro na 4gua para tratamento pela ETA que podem ser gerados
sdo: Trialometanos (THMs): cloroférmio, bromodiclorometano, clorodibromometano,
bromoférmio; Acidos Haloacéticos (AHAs): &cido monocloroacético, &cido
dicloroacético, acido  tricloroacético, acido monobromoaceético, acido
dibromocloroacético, acido tribromoacético, acido bromocloroacético, &cido
dibromocloroacético; Haloacetonitrilas (HANS): dicloroacetonitrila, tricloroacetonitrila,
dibromoacetonitrila, tribromoacetontrila, bromocloroacetonitrila; Haletos
Cianogénicos (HCs): cloreto cianogénico, brometo, cianogénico; Halopicrinas (HPSs):
cloropicrina, bromopicrina;

Nas EstacBes de Tratamento de Agua, a dificuldade de monitoramento do
cloroférmio se apresenta em funcéo do grau de dificuldade da metodologia analitica,
0 custo elevado das analises e a necessidade de técnicos preparados para
realizacdo dessas analises. A Portaria 518/2004 do Ministério da Saude determina
que o valor maximo permitido de THM em &gua potavel, € de 100 pg/L (BRASIL,
2006).

Os THMs sao compostos de carbono simples, substituidos por halogénios e
possuem a formula geral CHX3, onde X pode ser cloro, bromo, possivelmente iodo,
ou combinacdes a partir dos mesmos (TOMINAGA, 1998).

Normalmente o cloroférmio € o THM predominante encontrado na agua de
abastecimento clorada. O cloroférmio (CF) absorvido entra rapidamente na corrente
sangiinea e é transportado para os tecidos, apos sofrer efeito de Fase | (SYMONS
et al. 1981).

Devido a sua predominante lipossolubilidade, acumula-se em tecidos com alto
teor lipidico, como o tecido adiposo, figado e rins. O CF parece ser capaz de

atravessar a barreira placentaria, uma vez que ja foi detectado no corddo umbilical
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em concentragdes maiores que no sangue materno. No leite materno foi identificado,
mas néo quantificado (ESTANISLAU; GOUVEIA, 2009).

De acordo com Brasil (2006) a evolucdo dos padrdes de potabilidade
culminou com a insercao, a partir do final da década de 1970, dos trihalometanos
como parametros de qualidade de agua para consumo humano, em fungédo de
pesquisas que apontavam as possiveis propriedades carcinogénicas dos mesmos.
Esses compostos constituem-se em quatro espécies de metano-halogenados:
cloroférmio (triclorometano), diclorometano, dibromoclorometano e bromoférmio,
subprodutos da desinfeccdo efetuada com compostos de cloro, quando a agua
apresenta teor significativo de matéria organica. Tais pesquisas culminaram com a
introducéo, em 1979, pela United States Environmental Protection Agency (USEPA),
da concentracdo maxima permissivel de 100 ug/L, posteriormente reduzida para 80
Mg/l, dos compostos trihalometanos nas aguas de abastecimento.

Na propria Portaria MS n. 518, de 25 de marco de 2004, assim como na
Portaria n. 36, de 19 de janeiro de 1990, ambas do Ministério da Saude, criam um
conjunto de atividades, exercidas de forma continua pelo(s) responsavel(is) pela
operacao de sistema ou solucdo alternativa de abastecimento de agua, destinadas a
verificar se a 4gua fornecida a populagdo é potavel, assegurando a manutencgéo
dessa condigéo; vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano — conjunto
de acdes adotadas continuamente pela autoridade de saude publica para verificar se
a agua consumida pela populacédo atende a esta Norma e para avaliar 0s riscos que
0s sistemas e as solu¢fes alternativas de abastecimento de agua representam para
a saude humana. Cabe destacar uma importante distingdo entre essas defini¢cdes:
as acOes de vigilancia em saude ambiental relacionada a qualidade da agua para
consumo humano séo atribuicbes do setor saude, enquanto as acdes de controle da
qualidade da agua para consumo humano sdo de competéncia do(s) responsavel
(is) pela operacgéo de sistema ou solucédo alternativa de abastecimento de agua.

Rouqueirol e Almeida-Filho (2006) procuram ainda distinguir os termos
vigilancia e monitoramento. Segundo os autores, 0 termo monitoramento pode ser
entendido como a elaboracdo e a analise de mensuracdes visando detectar
mudancas no ambiente ou no estado de saude da comunidade. Entre as aplicacdes
do monitoramento em saude publica inclui-se a andlise continua de indicadores da
qualidade de produtos de consumo humano e de riscos ambientais, para oferecer

subsidios as medidas pertinentes. Assim, 0 monitoramento seria um instrumento da
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vigilancia quando aplicado em um sistema de informacgdes para agilizar as medidas

de controle.

1.4 Metabolismo e toxicidade do cloroférmio

De acordo com Fang et al. (2008) o metabolismo das toxinas enddgenas
(processos biolégicos como desidrogenase, peroxidases) e exégenas (geradoras de
radicais livres como tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos,
pesticidas e radiacfes) envolve fundamentalmente 2 etapas: A fase | (oxidacao), é
efetuada pela enzimas da familia do citocromo P450 e basicamente consiste em
adicionar um atomo de oxigénio ao substrato, criando um grupo funcional a ser
usado nas reacbes de conjugacdo. A fase Il (conjugacdo) é efetuada
predominantemente pelas enzimas do sistema UGT (uridina-difosfato-glucoronil
transferase), que liga o &cido glucordnico com substratos como esterdides,
bilirrubina e drogas, aumentando a solubilidade e facilitando a excre¢éo renal. O
sistema oxidativo Citocromo P450 (CYP450) compreende 57 genes que codificam
enzimas, sendo as mais importantes as CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP3A4 e CYP3ADS, responsaveis pela metabolizacdo de mais de 90% das drogas.

Segundo Cummings et al. (1999) o rim é um 6érgdo-alvo importante para
andlise quimica induzida pela toxicidade. Um numero de isoformas do citocromo
P450 séo expressas no rim de roedores, incluindo os membros do CYP1A, 2B, 2C,
2E, 27, 3A, 4A e 4F subfamilias.

De acordo com Fang et al. (2008) a maior biodisponibilidade de cloroférmio no
rim pode levar a um maior grau de toxidade e insuficiéncia renal, através da ativacao
metabdlica de cloroférmio por enzimas P450. A enzima CYP2EL foi proposta para
ser responsavel pela ativacdo metabolica de cloroférmio no rim; CYP2ELl
desempenha um papel importante no metabolismo in vivo do cloroférmio no figado e
no rim através do uso do figado de ratos sem CYP450 ou recessivos, que a ativacao
metabdlica da CYP450 hepaticas ndo protege quanto a toxidade renal induzida pelo

cloroféormio.
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Os THMs aparecem, principalmente na agua potavel, como produtos
resultantes da reacdo entre substancias quimicas que se utilizam no tratamento
oxidativo (cloro livre) e matérias organicas (acidos humicos e fulvicos) naturalmente
presentes na agua. Sua formacdo esta, portanto, relacionada ao uso do cloro. A
maioria destes acidos contém radicais cetona, que podem produzir haloférmios apés
a reacdo com o cloro. O cloroférmio (CF), apdés administracdo pela via oral, é
rapidamente e quase completamente absorvido (tanto em animais de
experimentacdo como no homem). A concentracdo sangiinea maxima de CF é
atingido dentro de 1 a 1,5 h apés a ingestao (SYMONS et al. 1993).

Fang et al. (2008) afirmam em seu estudo que o CF é biotransformado no
figado levando a formacao de fosgénio. O fosgénio pode reagir rapidamente com a
agua levando a formacédo de CO, e HCIl. Uma outra via de biotransformacéo é a
reacdo com enzimas de Fase Il dando produtos secundarios ou com
macromoléculas intracelulares induzindo dano celular. O principal 6rgdo de
biotransformacao do CF é o figado. Os rins possuem baixa atividade das enzimas
que biotransformam os xenobidticos. A reacdo catalisada pelo citocromo P-450
propriamente dita € uma monooxigenacao.

As monooxigenacdes sdo aquelas oxidagbes nas quais um atomo de oxigénio
molecular é reduzido a agua, enquanto o outro é incorporado ao substrato, tornando
este, por sua vez hidrossolavel, sendo o NADP reduzido (nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato reduzido) o doador de equivalentes de reducdo. O substrato
liga-se diretamente ao citocromo P-450 e ao oxigénio molecular, porém nao
consegue interagir diretamente com o NADP reduzido ou o NAD reduzido. No
reticulo endoplasmatico um elétron é doado do NADP reduzido para o citocromo P-
450 via uma flavoproteina conhecida como NADPH-citocromo P-450 redutase,
havendo reducdo do ferro do grupo heme do estado férrico (Fe3+) para o estado
ferroso (Fe2+). Portanto, o dano renal observado como um dos efeitos toxicos,
causado pelo CF, poderia decorrer da formacao de produtos toxicos no figado e
transportados para os rins (FANG, et al. (2008).

Entretanto, Fang et. al. (2008) conclui em seu trabalho que a toxidade
induzida pelo cloroférmio no rim tem sido atribuida para a formacéo de metabdlitos
nefrotéxicos de cloroformio catalisados por enzimas P450 renal. Portanto, maior
biodisponibilidade de cloroférmio no rim pode levar a um maior grau de toxidade e

insuficiéncia renal, através da ativacdo metabdlica de cloroférmio por enzimas P450.
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Os efeitos cronicos observados séo caracteristicamente retardados, admitindo
periodo de laténcia para a carcinogenicidade. Assim, a hepatotoxicidade e a
nefrotoxicidade, caracteristicas desses compostos podem ser exacerbadas, mesmo
para exposicdes a baixas concentracbes, sendo que os efeitos de interacao,
principalmente com etanol podem ser também importantes dentro do espectro dos
efeitos téxicos (QUEIROZ et al. 1994).

De acordo com Meyer (1994) nos efeitos mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos que reside a importancia maior desses compostos. O CF apresentou
resultados negativos no ensaio de mutagenicidade utilizando Salmonella
typhimurium TA-100. Sob as mesmas condicdes os outros THM apresentaram
resultados positivos. Existem evidéncias suficientes indicando que o CF é
carcinogénico para ratos e camundongos, sem contudo haver qualquer indicacéo
para o homem.

Segundo a ‘International Agency for Research on Cancer" (IARC) as
evidéncias quanto a carcinogenicidade do CF para humanos sao inadequadas, mas
suficientes para animais (ESTANISLAU; GOUVEIA, 2009).

O CF induz tumor maligno de rins em ratos machos, tumor de tiredide em
ratos fémeas e carcinoma hepatocelular em camundongos. Foi observado um
aumento da incidéncia de neoplasias em camundongos pela administracdo de 250
mg de cloroférmio/kg, via oral. Todavia, isso nao foi observado para concentracdes
de 15 mg/kg (CUMMINGS et al. 1999).

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda um valor-guia de 30 ug/l para o
CF na agua potavel, para um consumo médio de 2 litros diarios. Tal concentracao
devera produzir menos de um caso adicional de cancer a cada 100.000 habitantes
durante toda a vida (OPAS, 1987). Este resultado foi obtido aplicando-se um modelo
estatistico em experimentos com ratos.

A relacdo entre o uso de cloro nas estacdes de tratamento de agua, suas
reacbes com 0s compostos organicos presentes e a formacdo de compostos que o
poderiam ter efeitos negativos sobre a saude humana foi estudada pela primeira vez
por R. H. Harris, na década de 70 (SANTOS, 1987).

Embora haja grande oferta de agua na Amazbnia, verifica-se que o0s
indicadores de saneamento desta regido hidrografica, configuram-se como os piores
do pais, em que 55,7% dos domicilios ndo sdo abastecidos de agua por rede geral;

do volume total de agua distribuida em sistemas publicos, 32,4% nédo recebe
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tratamento e 92,9% dos municipios ndo possuem redes de esgotamento sanitario
(IBGE, 2007).

O mecanismo de transmissdo de doencas mais comumente lembrado e
diretamente relacionado a qualidade da agua € o da ingestao, por meio do qual um
individuo sadio ingere 4gua que contenha componente nocivo a saude e a presenca
desse componente no organismo humano provoca o aparecimento de uma doenca
(BRASIL, 2004).

No Brasil existem estudos que verificam os niveis de THMs e buscam relagcéo
com saude publica como: Tominaga e Midio (1999) que realizou uma revisao
bibliografica do periodo de 1974-1998, sobre compostos organicos halogenados
derivados de hidrocarbonetos denominados de trihalometanos. O cloroférmio,
reconhecidamente carcinogénico para diferentes espécies animais, pode ser
encontrado freqlentemente, inclusive entre nds, em aguas tratadas e enviadas a
populacdo urbana. Descrevendo sua formagéo, fontes de exposicdo humana bem
como 0s aspectos toxicolégicos de maior importancia: disposicao cinética e espectro
dos efeitos toxicos (carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos) decorrentes de
exposicdes a longo prazo e baixas concentragoes.

Meyer (1994) realizou estudo sobre o uso de cloro na desinfec¢do de aguas,
a formacdo de THM e os riscos potenciais a saude publica e concluiu que os
levantamentos epidemiologicos relacionando a concentracdo dos THM com a
morbidade e a mortalidade por cancer ndo séo estatisticamente conclusivos, mas
evidenciam associa¢gfes positivas em alguns casos de carcinomas. Fang et al.,
(2008) em seu estudo também verificou que o CF em doses elevadas causa lesédo
nas células do rim em camundongos; Estanislau; Gouveia (2009) avaliaram os riscos
de malformacé&o congénita em recém-nascidos de mées expostas ao cloroférmio em
uma localidade especifica na cidade de S&o Paulo e verificou relagdo com a

incidéncia da doencgas congenitas em recém-nascidos.
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1.5 A insuficiéncia renal crbnica

De acordo com Kierszenbaum (2004) o sistema urinario possui trés funcdes
principais: (1) retirar do sangue o nitrogénio e outros restos de produtos metabdlicos
por filtracdo e excrecdo; (2) equilibrar a concentracdo dos eletrdlitos e liquidos
corporais, também por filtragéo e excre¢do; (3) recuperar, por reabsorcdo, pequenas
moléculas (amino&cidos, glicose e peptideos), fons (Na*, CI', Ca®*") e &gua, para
manter a homeostase do sangue. O rim regula a pressdo sanguinea pela producéo
da enzima renina, e esta por sua vez inicia a conversao do angiotensinogénio (uma
proteina plasmatica produzida no figado) para angiotensina Il, um componente ativo.
O rim também é considerado um o6rgdo enddcrino. Ele produz a eritropoietina, um
estimulador da producdo de hemécias na medula 6ssea. O sistema urinario consiste
de um par de rins, um par de ureteres, uma bexiga urinaria unica e uma uretra. Os
rins recebem cerca de 20% do sangue que vém do coracdo por minuto e filtram 1,25
litros do sangue por minuto. Praticamente todo o sangue do corpo passa pelos rins a
cada 5 minutos. O ultrapassado do plasma no espaco urindrio € transportado por
mecanismos ativo e passivo para o tubulo contorcido proximal, onde cerca de 70%
da &gua filtrada, glicose, Na*, CI', K s&o reabsorvidos. Como o tibulo proximal
renal é altamente permeével a agua, esta passa por osmose através de espaco
interlocular lateral.

A doenca renal crénica (DRC) € uma sindrome clinica causada pela perda
progressiva e irreversivel das funcdes renais e sua etiologia varia com a idade. Nos
recém-nascidos e lactentes sdo as malformacdes predominantes do trato urinario,
enquanto nos escolares e adolescentes prevalecem as glomerulopatias (RIELLA,
2003).

A insuficiéncia renal causa um estado de desajuste metabdlico proporcional a
queda da funcéo renal, com alteracdes enzimaticas responsaveis pela diminuicao da
sintese protéica, por alteragdes na tolerdncia aos carboidratos e na producdo de
energia celular, além de alteracbes no balanco de agua, eletrdlitos, no equilibrio
acido-basico, no metabolismo de lipideos e na producdo de energia celular
(MINAYO, 2000).

A doenca renal crbnica constitui, atualmente, importante problema de saude

publica. No Brasil, a prevaléncia de pacientes mantidos em programas assistenciais
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destinados ao controle e tratamento de Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) dobrou nos
altimos anos (PALOMBINI; MANFRO; KOPSTEIN, 1985).

Os primeiros sintomas da IRC podem demorar anos para serem notados, o
mesmo ocorre com a sindrome urémica, tipica da IRC terminal, o que demonstra
grande capacidade adaptativa dos rins, permitindo que seres humanos mantenham-
se vivos com apenas 10% da funcao renal. Por ser uma doenga progressiva e
silenciosa, seu diagnostico, na maioria dos casos, s6 € feito na fase terminal,
requerendo de imediato terapia renal substitutiva. A doenca em si e o tratamento
desencadeiam uma sucessao de situacdes conflituosas, que compromete o
cotidiano do paciente, bem como de seus componentes familiares, impondo-lhes
adaptacdes e mudancas no estilo de vida (RIELLA, 2003).

A IRC pode ser causada por doencas sistémicas como diabetes mellitus;
glomerulonefrite cronica; pielonefrite; hipertensdo ndo controlada; obstrucdo do trato
urinério; lesdes hereditarias (doenca renal policistica); disturbios vasculares;
infeccdes; medicamentos e agentes toxicos ingeridos pelo homem (BARROS, et. al.
2007).

1.6 Técnicas de determinacgéo de cloroférmio

O tratamento da agua implica na utilizagdo de substancias quimicas que
geram subprodutos que se ndo forem eliminados, por sua vez, podem afetar a satude
daqueles que a utilizam. O cloro é o agente mais usado, pois em qualquer dos seus
diversos compostos, destrdi ou inativa os organismos causadores de enfermidades,
Os riscos relacionados ao processo de cloracdo da agua estdo associados muito
mais aos seus subprodutos do que aos agentes utilizados.

A prépria definicdo de controle de qualidade da agua contida na Portaria MS
n. 518/2004 sugere a amplitude das acdes necessarias a garantia da qualidade da
agua consumida pela populagdo. Um sistema de abastecimento de agua encontra-
se sujeito a diversas interferéncias, no tempo e no espaco, de forma que a garantia
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da qualidade da agua no ponto de consumo depende de um gerenciamento
integrado de todo o sistema. De inicio, € de se destacar que a qualidade da agua
tratada e distribuida se encontra estreitamente relacionada a qualidade da agua
bruta. Nesse sentido, cabe lembrar os conceitos tradicionalmente aplicados a agua
potavel e a agua potabilizavel.

Em tese, do ponto de vista tecnoldgico, qualquer agua pode ser tratada,
porém nem sempre a custos acessiveis. Decorre dai o conceito de tratabilidade da
agua, relacionado a viabilidade técnico-econdémica do tratamento, ou seja, de dotar a
agua e determinadas caracteristicas que potencializem um ou mais usos. Em linhas
gerais, agua potavel € aquela que pode ser consumida sem riscos a saude e sem
causar rejeicbes por suas caracteristicas organolépticas. Portanto, agua
potabilizavel é aquela que, em funcdo de suas caracteristicas in natura, pode
adquirir caracteristicas de potabilidade, por meio de processos de tratamentos
viaveis do ponto de vista técnico-econémico. Do ponto de vista de vigilancia da
saude, um programa de monitoramento no ambito da vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano deve ser o mais abrangente e representativo possivel
de todas as formas de abastecimento e consumo de agua existentes em uma
comunidade, permitindo, inclusive, mais para além disso, o “controle” do controle da
qualidade da agua para consumo humano (BRASIL, 2006).

Para realizar um controle da qualidade da agua para consumo humano
Skoog, Holler, Nieman, (2002) utiliza a espectrofotometria no ultravioleta visivel
(UV/VIS) pode ser um instrumento de monitoramento do cloroférmio, pois envolve a
espectroscopia de fotons, que € um processo de medida que, basicamente,
emprega as propriedades dos atomos e moléculas de absorver e/ou emitirem
energia eletromagnética em uma das regides do espectro eletromagnético. Ela
utiliza luz na faixa do visivel, do ultravioleta (UV) proximo e do infravermelho
proximo, nessas faixas de energia as moléculas sofrem transi¢cdes eletrdnicas
moleculares do estado fundamental para orbitais de maior energia em um estado
excitado, a absor¢cdo molecular na regido do UV e do visivel depende da estrutura
eletrbnica da molécula. Apesar de as amostras poderem ser sélidas (ou mesmo
gasosas, elas usualmente séo liquidas. Uma cela transparente (ou seja, que ndo
absorve radiacdo na faixa de comprimentos de onda usada), comumente chamada
de cubeta, é enchida com a amostra liquida e inserida no espectrofotbmetro. Logo, a

amostra é inserida no caminho optico do aparelho. Entédo, a luz UV e/ou visivel em
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um certo comprimento de onda (ou uma faixa de comprimentos de ondas) é passada
pela amostra (figura 01).

A Lei de Lambert afirma que, quando a luz monocromatica passa um meio
transparente, a taxa de diminuicdo da intensidade com a espessura do meio é
proporcional a intensidade da luz. Isto é equivalente a afirmar que a intensidade da
luz emitida diminui exponencialmente com a espessura do meio absorvedor, ou que
qualquer camada do meio com certa espessura absorve sempre a mesma fracao da
luz incidente sobre ela, porém o método utilizado para determinar um modo
quantitativo a concentracdo de substancias em solucdo que absorvem radiacéo, €
usando a Lei de Beer-Lambert: Poucas excecfes sdo encontradas para a
generalizacdo de que a absorcdo esta relacionada linearmente com o caminho
optico. Por outro lado, desvios da proporcionalidade entre a absorcdo medida e a
concentragcdo quando b é contante sdo encontrados freqientemente. Alguns desses
desvios sao fundamentais e representam limitacées reais da lei. Outros ocorrem
como conseqiéncia da maneira como as medidas de absorcao séo feitas ou como
resultado de mudancas quimicas associadas com variagcdes de concentracdo; estas
duas ultimas sdo conhecidas, respectivamente, como desvios instrumentais e

desvios quimicos (Skoog, Holler, Nieman, 2002).

Figura 1: Funcionamento de um espectrofotdmetro.
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Figura 2: Foto ilustrativa do equipamento (espectrofotbmetro DR/4000i) utilizado nas
analises de agua coletada da Estacdo de tratamento de Boa Vista, Roraima.

Para analise no espectrofotbmetro deve-se utilizar um solvente e os cianetos
s&0 compostos que possuem o grupo ciano (CN), liquido incolor. E um composto
guimico com densidade de 0.786g/mL denominado como um solvente com
formula CH3CN, quando ligados a metais sdo usados como inseticidas, venenos,
pigmentos, na metalurgia (galvanizacéo), e na purificacdo de prata e ouro, Quando
ligados a compostos organicos sdo chamados de nitrilas (=N), e sdo aplicados
principalmente na fabricacdo de tecidos, plasticos e borracha sintética, largamente
usada como um solvente polar aprético em quimica sintética, como um solvente de
fase movel pois sua polaridade média em Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e Cromatografia liquida com espectrometria de massa (LCMS), e em
guimica organica na purificagdo de reagentes orgéanicos, a acetronitrila dissolve
também uma grande quantidade de compostos i6nicos e ndo - polares. A acetonitrila
(CH3CN) é a mais simples das nitrilas. Também conhecida por etanonitrila e cianeto
de metila, apresenta-se como um liquido inflaméavel e sem cor, completamente

solivel em &gua e outros solventes organicos, com excecéo dos alcanos. E usado
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como solvente e reagente quimico, tanto em laboratério quanto na induastria
(SKOOG, HOLLER, NIEMAN, 2002).

O monitoramento da concentracdo de THM na agua potavel e a avaliacédo de
sua formacéo durante o processo de tratamento € importante para a promocao da
qualidade de vida da populacao.

Em Boa Vista, Roraima néo foi realizado nenhum estudo com relacéo a niveis
de THM na agua potavel distribuida pela Estacdo de Tratamento. Dai a necessidade
de identificar os niveis de cloroformio na agua potavel distribuida pela ETA e buscar

relacdo com a incidéncia de insuficiéncia renal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Detectar um subproduto de desinfeccdo (cloroférmio) na agua potavel
distribuida em Boa Vista e buscar uma possivel relacdo com incidéncia de

insuficiéncia renal crénica.

2.2 Objetivos especificos
v' Determinar os niveis de cloroférmio presentes na agua potavel

fornecida pela ETA em Boa Vista, Roraima;

v' Realizar bioensaio com camundongos para verificar possivel lesao

renal pela ingestado de agua com dosagens diferentes de cloroférmio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

A populacéo da capital Boa Vista, é de aproximadamente 154.000 habitantes
ou 62% da populacdo do estado de Roraima (IBGE, 2007). O clima € umido,
marcado por uma larga estacao seca (6-7 meses). A regido encontra-se inserida
entre dois centros de alta precipitacdo: o das Guianas, que recebe a umidade
atlantica, e o da Amazobnia Central. A cidade de Boa Vista esta a uma altitude de
90m acima do nivel do mar, a 2° 49" 17" de latitude norte e 60° 39" 50 de
longitude ocidental e possui uma area de, aproximadamente, 5.711,9 km2. O clima é
tropical quente umido, com apenas duas estacdes climéticas bem definidas: A
estacdo das chuvas, que vai do més de abril a setembro, e o verdo, de outubro a
marco. A temperatura varia de 20°a 38C, sendo a m édia anual em torno de 27,4 °C
(IBGE, 2007).

3.2 Coleta de amostras

Utilizamos amostras de agua da ETA, Roraima Companhia de abastecimento
de agua e esgoto de Roraima (CAER), e estas foram analisados através Extracéo
em Fase Sélida (SPE) e posteriormente pela espectrofotometria. As amostras foram
coletadas entre os meses de janeiro a julho de 2011 na saida da Estacdo de
Tratamento de Agua de Boa Vista que utiliza como manancial o Rio Branco. Essas
amostras foram acondicionadas em garrafas de agua mineral esterilizadas. Apés a
coleta envolvemos as garrafas com papel aluminio para evitar luminosidade nas
amostras. As mesmas foram acondicionadas em uma sala escura e mantidas até o
momento das analises.

As vidrarias foram limpas da seguinte forma: Lavamos as vidrarias destinadas

ao ensaio com agua corrente e detergente neutro; enxaguamos as vidrarias com
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agua corrente; mantivemos as vidrarias submersas em solugdo 10 % de Extran
(Merck) por 12 horas; Enxaguamos o material com agua desionizada; lavamos as
paredes das vidrarias com aliquotas de acetona P.A.; e protegemos o material com
papel aluminio dentro de uma caixa fechada apropriada para manter a vidraria em

perfeito estado de higienizagéo.

3.3 Teor de cloroférmio na agua de abastecimento

Para extracdo do analito utilizamos o método de extracdo em fase sélida
(SPE) que é usualmente empregado com o propdésito de isolar um ou mais analitos
presentes em uma matriz complexa para posterior analise por intermédio do uso de
um método instrumental. O formato mais popular em SPE é o cartucho. Para tal,
empregou-se 0 corpo de uma seringa plastica de polipropileno. A parte inferior do
cartucho é afunilada e apresenta uma extensao que se encaixa em um dispositivo
para efetuar vacuo. Utilizamos uma bomba de vacuo acoplada ao SPE conforme
esquema ilustrativo na figura 03. O objetivo principal é passar, através do cartucho,
um grande volume de amostra a fim de aprisionar somente o analito, deixando
passar o solvente.

Para a extragcdo do cloroformio presente na agua de nossas amostras
utilizamos quinhentos ml (0.5) de agua coletadas diretamente na estacdo de
tratamento de Boa Vista nos meses de janeiro, fevereiro, mar¢o, maio, junho e julho
de 2011.

Procedemos da seguinte forma: Primeiramente foi ativado o cartucho C18
passando pelo mesmo uma solucdo contendo 5 ml de metanol e 5 ml de agua
deionizada; apés ativacdo, passamos a amostra de agua coletada da Estacdo de
Tratamento que utiliza o rio Branco passando pelo cartucho C18; esta etapa foi
lenta, com fluxo inferior a 0.41 ml/segundo. Obtivemos isso controlando o vacuo
durante a etapa de adicdo da amostra; em seguida passamos 10 ml de acetonitrila
pelo cartucho diretamente removendo o analito para um tubo de ensaio com tampa,

de forma que a solucédo coletada ja se encontrava em concentracdo apropriada para
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a analise; ap0s esse procedimento analisamos a amostra no espectrofotobmetro para
identificarmos a concentracédo do cloroférmio presente na amostra.

ApoOs a deteccdo da absorbancia, calculamos o nivel de cloroférmio na
amostra de agua coletada utilizando a equacéo da reta da curva de calibracdo do
cloroférmio a 220 nm. Toda vidraria utilizada foi lavada utilizando o protocolo para
extracdo de contaminantes emergentes em &gua do Laboratorio de Quimica
Ambiental — LQA - UNICAMP.

3.4 Validacao da determinacéo do cloroférmio

A linearidade foi estabelecida pela média de 5 curvas padrdo auténticas, as
quais foram obtidas em diferentes tipos de concentragbes: 0,5-25-5-75-10 -
12.5 — 15 pL em uma solugéao de 50 ml de acetronitrila para concentrar a mesma,
correspondendo a 16,36 pg/L — 82,8 ug/L — 165,6 pg/L — 248,4 pg/L — 331,2 pg/L —
414 pg/L respectivamente. Cada concentracdo foi determinada em triplicata para
cada curva padrdo (n = 15). A linearidade foi avaliada através de analise de
regressao linear, utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.
Para avaliar numericamente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a analise
de variancia (ANOVA) com teste unilateral, p < 0,05. Para o estudo de precisao foi
utiizada a concentracdo de 82,8 pg/L do cloroformio (concentracdo teste)
determinada em solucdes diferentes (n = 5). As analises foram realizadas em dias
diferentes.
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Figura 3: Equipamento utilizado para extracdo em fase sdlida (SPE).

Para construcdo da curva analitica de calibracdo elaboramos um novo
método para deteccdo dos niveis de cloroférmio e posteriormente a curva de
calibracao. Utilizamos as seguintes dosagens de cloroférmio: 0,5-2,5-5-7.5-10
—12.5 - 15 pL em uma solucao de 50 ml de acetronitrila para concentrar a mesma,
correspondendo a 16,36 pg/L — 82,8 pg/L — 165,6 pg/L — 248,4 ug/L — 331,2 pg/L —
414 pg/L respectivamente. Cada uma das solugdes foi analisada especificamente
para a constru¢do da curva de calibragdo para o cloroférmio. Apds o preparo das
solucbes as mesmas foram analisadas no espectrofotometro para obtencdo das
absorbancias e confeccdo da Curva Analitica de calibracdo. Ap6s obter a
absorbancia nés aplicamos na equacdo da reta da curva de calibracdo para o
cloroférmio e ajustamos em pg/L. Em seguida, fizemos a conversdo de mg/L para
Hg/L e comparamos com o limite maximo da Portaria 518/2004 MS (BRASIL, 2004).

Para validacdo do método analisamos agua desionizada onde a agua €
proveniente de um processo de remogéo total dos ions, atraveés de resina catiénicas
e anibnicas; é a 4gua que teve sua carga elétrica neutralizada pela remoc¢édo ou
adicao de elétrons. Esse processo remove da agua nitratos, célcio e magnésio além
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de cadmio, bario, chumbo e algumas formas de radio. Também analisamos agua
mineral de duas marcas denominadas A e B, e agua do Rio Branco. Nao foi possivel
realizar a analise comparativa com a ETA, pois a mesma nao realiza analise de

cloroférmio na agua distribuida a populacéo (Anexo IlI).

3.5 Coleta de informacgdes epidemiologicas

Verificamos a incidéncia de Insuficiéncia Renal Cronica em Boa Vista, RR nos
anos de 2008 e 2009 no servico de faturamento do Hospital Geral de Roraima.
Coletamos dados como incidéncia nos respectivos anos de estudo e local de origem
do paciente para verificar se existe prevaléncia da doenca em Roraima. N0Osso
trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas da Universidade Federal de

Roraima conforme anexo II.

3.6 Realizacao do bioensaio com ratos

O uso de animais com objetivos cientificos € uma pratica comum, mas para
gue seja moralmente aceitavel e apresente resultados confiaveis, € fundamental ter-
se a consciéncia de que o animal, como ser vivo, possui habitos de vida préprios da
sua espécie, apresenta memaria, preserva o instinto de sobrevivéncia e é sensivel a
angustia e a dor, razbes que preconizam posturas éticas em todos os momentos do
desenvolvimento dos estudos com animais de experimentacao (FIOCRUZ, 2005).

Utilizamos o método proposto por Fang et. al. (2008) e Pereira; Grothaus,
(1997) com as seguintes modificagbes: Foram utilizadas fémeas adultas, com
aproximadamente cinco semanas, de linhagem Ratos Wistar Rattus norvegicus
(Figura 4), fornecido pelo Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS) com declaracdo de sanidade animal conforme anexo I. Os ratos tinham uma
massa corpérea de 250gr (£20gr). ApGs pesados, foram acondicionados em gaiolas
(Tabela 1) e mantidos no biotério da Faculdade Cathedral e posteriormente no
biotério do Curso de Psicologia da Universidade Federal de Roraima, com controle

de ciclos de luminosidade (12 horas claro/12 horas escuro) e temperatura controlada
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de 25 °C com &gua e ragdo para roedores (Purina®) a vontade. Foram divididos em
5 grupos de 3 individuos cada para analise: Grupo 1 receberam diariamente agua da
Estacdo de Tratamento de Boa Vista;, Grupo 2 receberam agua com dosagem de
300 mg/Kg denominado de grupo controle positivo (C+300); Grupo 3 receberam
agua com dosagem de 100 mg/Kg (C+100). Grupo 4 receberam agua mineral
diariamente e posteriormente injecéo intraperitonial com dosagem de 300 mg/Kg de
cloroférmio denominado de grupo (CI300); Grupo 5 receberam agua mineral
diariamente e posteriormente injecdo intraperitonial com dosagem de 300 mg/Kg de
soro fisiol6gico, denominado grupo controle ao grupo 4 (Soro). Estes ultimos que
utilizaram injecéo intraperitoneal de cloroférmio e soro fisiolégico foram somente com
a finalidade de avaliar e comprovar a lesdo induzida pelo cloroférmio. Utilizamos
dosagem elevada de cloroférmio devido ao alto nivel encontrado do mesmo na agua
potével distribuida pela Estacéo de Tratamento de Boa Vista, Roraima.

Durante o periodo de experimentacdo, os fatores ambientais como
temperatura, umidade, ventilacdo, luz, ruido, odores e interacdo social, foram
respeitados de acordo com as necessidades da espécie. A alimentacdo foi
adequada a espécie em quantidade e qualidade sendo utilizada a Libina da Purina.
Durante o protocolo experimental, os animais foram monitorados constantemente.
As seguintes informacdes foram consideradas essenciais para 0s animais em
experimentacdo: numero da gaiola; espécie e linhagem; procedéncia; nimero, sexo
e data de nascimento dos animais; inicio do experimento; final previsto; identificacédo
do pesquisador. Os animais pesaram em media 250 gramas. O consumo médio de
agua e racao foi de 30 ml e de 12 g respectivamente. Tomamos todas as medidas
necessarias para garantir a limpeza regular e eficiente de todos os locais. Os locais
destinados a lavagem e limpeza de materiais estavam separados das areas de
manutengao ou experimentagdo. Evitamos correntes de ar e proibimos o fumo e a
alimentacdo no biotério. Utilizamos sempre a maravalha de pinho branco, adquirida
no mercado local para manter umidade adequada e evitar odor de amoénia.

Apos 80 dias os mesmos foram pesados e sacrificados pelo método fisico de
deslocamento cervical. Trata-se de uma manobra rapida, que em fracdes de
segundos leva o animal a perda total de sensibilidade devido ao rompimento da
medula espinhal e a morte. O animal foi apoiado sobre uma superficie na qual ele

pode se agarrar, propiciando maior firmeza na realizacdo da eutanasia. O
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deslocamento cervical consistiu em segurar a cauda do animal com uma das maos e
com a outra apoiar uma pincga cirargica transversalmente sobre sua regido cervical.

A seguir, pressionou-se firmemente a pinca para baixo e para frente,
empurrando a cabeca do animal, enquanto que, simultaneamente, tracionou-se a
cauda em sentido oposto, para tras. Indicativos de morte foram a auséncia de
movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e perda dos reflexos. Foram
retirados os rins de cada individuo e acondicionado em formaldeido e encaminhado
para o laboratorio central (Lacen) para confeccdo das laminas histologicas. As
seccbes foram coradas com hematoxilina e eosina para analise do tipo de lesdo
renal. Para andlise semi-quantitativa das amostras foi utilizado a classificagcéo feita
por Gu et al. (2005) que classifica: ++ grave, + moderada, +/- leve e — negativo.

Brito et. al., (2005) descreveu que as técnicas morfométricas existem e sao
bem-sucedidas no diagndstico diferencial e na gradacdo de algumas doencas da
prostata, bexiga urinaria e dos rins. Propéem uma técnica de estabelecimento de
mensuracao de infiltragdes inflamatdrias presentes em alguns orgaos. Entretanto,
estudos a respeito da classificacdo dos graus de comprometimento inflamatorio no
parénquima renal utilizando a histometria sdo raros na literatura. A andlise
histométrica foi realizada com o objetivo de se estabelecer parametros
microscoépicos das areas de reacado inflamatoria observadas nas lesfes da parede
do tabulo proximal renal, e com isto determinar uma classificacéo para os diferentes
graus de comprometimentos. Foram selecionadas para a analise histométrica as
micrografias obtidas com o auxilio de camera digital marca Sony® modelo P71
Cyber-shot 10.2 megapixels acoplado ao microscopio Optico de campo claro da
marca Carl Zeiss® modelo Jenaval®, obtidas de 5 Ilaminas escolhidas
aleatoriamente de um universo de 30 laminas histolégicas dos rins. A avaliacdo de
eventuais lesdes foi feita a partir de micrografias obtidas em aumento de 125x, de
campos de localizagdo padronizada, sendo trés campos (a direita, ao centro e a
esquerda) para os tubulos proximais renais e glomérulos renais. Tais campos foram
considerados aleatérios, independentemente de apresentarem ou néo lesdes.

A porcentagem de lesdo foi estabelecida pela relacdo entre a média das
areas de lesdo por zona e a area total do campo. Para o procedimento, empregou-
se o0 programa STATISTICA 6.0. Convencionou-se para efeito de classificacédo

quanto a presenca de lesdo ou auséncia da mesma conforme Gu et. al., (2005).
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Todo esse processo foi acompanhado por patologista do Laboratorio Central de
Roraima (LACEN).

Figura 4: Visualizacdo dos Ratos Wistar Rattus norvegicus utilizados no bioensaio.

Tabela 1: Tipo de caixa, dimensdo e numero de animais por gaiola padronizados
pela manual de normas de laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz.

. Numero de animais
) . Dimensoes
Tipo de caixa Camundongo Hamster Rato Jovem Rato Adulto
CxLxA*
Pequena 30x20x13 5 - - -
Grande Retangular 49x34x16 20 10 8 4
Grande quadradra 41x34x16 20 10 8 4

* comprimento x largura x altura em centimetros

Adaptado de Fiocruz (2005).



43

3.7 Estudo estatistico

Os dados foram pré-processados atraves do auto-escalamento onde verifica-
se os dados na média e divide-se cada um pelo desvio padrédo, de forma que todas
as variaveis passam a ter a mesma importancia, ou seja, 0 mesmo peso. Utilizamos
uma ANOVA (Andlise de Variancia) aos dados obtidos neste estudo, nivel de
significancia (P > 0,05) e em seguida Teste de Tukey no nivel de 5% de
probabilidade. O Teste de Tukey foi aplicado para testar qualquer contraste entre as
médias referentes aos anos com relagédo a incidéncia de insuficiéncia renal cronica
na populacdo de Boa Vista, Roraima.

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o software Microsoft®
Excel 2002 (10.2614.2625), Copyright®©, Microsoft Corporation 1985-2001,
Identidade do produto — 54870-640-1203177-17320. As curvas analiticas foram
realizadas a partir do software Origin E 7.0 SRO, Versao 7.0220(B220) Copyright©
1991-2002, Original Lab Corporation, Serial Number — G6354 — 9489 — 7777
Registration ID. Origin € um software de analise de dados cientificos produzido por
OrigiLab Corporation compativel com o Microsoft Windows. Também utilizamos o
software STATISCA 6.0 para verificar a possivel relagdo entre os niveis de

cloroférmio na dgua analisada com insuficiéncia renal croénica.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise epidemioldgica

Em Boa Vista a incidéncia de insuficiéncia renal cronica na populacao
atendida pelo Hospital Geral de Roraima Rubens de Souza Bento nos anos de 2008
e 2009 foi relativamente baixa conforme mostrado na figura 5 e a maioria dos casos
diagnosticados ndo apresentava o endereco completo, como bairro onde residia o
paciente. Apesar de baixa incidéncia podemos verificar que existe periodicidade
mensal da doenca. Nosso trabalho passou pelo Comité de Etica em Pesquisas da
UFRR. A incidéncia de Insuficiéncia Renal Crénica em Boa Vista € menor se
comparada a outras doencas, o que pode nos remeter a uma subnotificacdo dos
casos novos em Roraima. Bogliolo (2000) afirma em seu trabalho que a insuficiéncia
renal cronica resulta de numerosas doencgas e representa o declinio da fungéo renal
de forma lenta e progressiva, especialmente pela redu¢cdo do numero de néfrons
funcionantes, qualquer que seja o componente renal primariamente acometido:
glomerular, tubular, intersticial ou vias excretoras. Nao foi possivel realizar uma
correlacdo entre idade e bairro onde residia o paciente devido aos prontuarios

médicos estarem incompletos com relagéo a esta informacao.

Figura 5: Numero de casos de insuficiéncia renal crénica em Boa Vista no periodo de janeiro
de 2008 a dezembro de 2009.
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De acordo com a figura 6 nossos dados mostraram que houve incidéncia da
insuficiéncia renal crbnica em Boa Vista nos anos de 2008 e 2009 na maioria dos
bairros da cidade, totalizando 113 casos no periodo de estudo. Portanto, devido a
falta de preenchimento completo dos prontuarios médicos, encontramos um ndmero
muito alto de prontuarios sem o bairro de localizacdo do paciente, totalizando 57 o
que dificultou a analise dos casos por area. Verificamos a falta de dados nos
prontuarios médicos o que dificultou verificar o bairro de origem do paciente. De
acordo com o Teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade ndo foram
significativas as diferencas entre as médias da incidéncia de insuficiéncia renal
cronica na populacdo em estudo, corroborando para uma prevaléncia da doenga em

Roraima.

Figura 6: Bairro de origem dos pacientes com Insuficiéncia Renal Crénica nos anos de 2008
e 2009.
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De acordo com a figura 6 verificamos que a incidéncia de insuficiéncia renal
cronica em Boa Vista, Roraima, nos anos de 2008 e 2009 praticamente ocorreram
casos em todos os bairros da cidade. Esses dados mostram a prevaléncia da

doenca em Boa Vista, RR 0 que torna a situacdo preocupante para as esferas de
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saude do governo. Nos estudos de Rouqueirol; Almeida-Filho, (2006) as pré-
condi¢cdes que condicionam a producdo de doenca, seja em individuos, seja em
coletividades humanas, estdo de tal forma interligadas e, na sua tessitura, sao tao
interdependentes, que seu conjunto forma uma estrutura reconhecida pela
denominacdo de estrutura epidemioldgica. Por estrutura epidemioldgica, que tem
funcionamento sistémico, entende-se o conjunto formado pelos fatores vinculados
ao suscetivel e ao ambiente, incluindo ai o agente etiolégico conjunto este dotado de
uma organizacdo interna que define as suas interacdes e também €& responsavel
pela producdo da doenca. E, na realidade, um sistema epidemiolégico. Cada vez
que um dos componentes sofrer alguma alteracdo, esta repercutird, e atingird os
demais, num processo em que o sistema busca novo equilibrio. O estudo em nivel
pré-patogénico da producdo da doenca em termos coletivos, objetivando o
estabelecimento de a¢gbes de ordem preventiva, deve considerar a doenga como
fluindo, originalmente, de processos sociais, crescendo através de relacdes
ambientais e ecoldgicas desfavoraveis, atingindo o homem pela acédo direta de
agentes fisicos, quimicos, biologicos e psicoldgicos, ao se defrontarem, no individuo

suscetivel, com pré-condicdes genéticas desfavoraveis.

4.2 Bioensaio com ratos Wistar

Foram utilizados quinze 15 individuos do sexo feminino para o bioensaio. Este
trabalho passou pelo Comité de Etica em Pesquisas da UFRR. Bogliolo (2000)
afirma que os efeitos lesivos dos agentes quimicos dependem também da
constituicdo genética e do estado funcional do organismo no momento de contato
com a substancia. A constituicdo genética € importante porque condiciona o padrao
das enzimas do individuo influenciando decisivamente 0s mecanismos de
biotransformacao. O feto pode influenciar na toxidade. Mulheres durante o periodo
reprodutivo estdo sob influencia de estrégenos, que interferem, por mecanismos
ainda pouco conhecidos, na atividade funcional dos hepatdcitos, inclusive nos
processos de biotransformacéo. Bogliolo (2000) ainda cita em seu trabalho que os
efeitos tdéxicos do uso crénico do etanol sdo mais graves em mulher que desenvolve

cirrose hepatica em idade significativamente menor do que o homem.
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A figura 7 mostra o peso dos animais ao término do bioensaio. Podemos
observar que apenas o grupo com ingestao diaria de 300 mg/Kg de cloroférmio
obteve ganho de peso acima dos demais individuos envolvidos no experimento, fato
que pode estar relacionado a retencdo de liquidos devido a dosagem alta de
cloroférmio na agua. Os dados de Pereira e Grothaus (1997) mostraram que a
administracdo de cloroférmio na agua potavel a 300 mg/Kg ndo afetou o peso
corporal dos ratos, diferindo dos nossos resultados quando administrados em uma
guantidade acima da permitida pela Portaria 518/2004-MS de cloroférmio na agua
potével, fato este, possivelmente relacionado por utilizarmos maior tempo de estudo

e maior concentracao do cloroformio.

Figura 7: Peso dos ratos ao término do experimento.
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O consumo meédio de agua foi de 25 ml/animal. Apenas o grupo controle
positivo com dosagem de 300 mg/Kg de cloroférmio foi verificado consumo de 8
ml/animal/dia. No estudo conduzido por Fang et al. (2008) dentro do rim, o tubulo
renal proximal tem as maiores concentracdes de P450s e redutase do citocromo
P450 é também o principal alvo de xenobidtico induzindo toxicidade renal e o
CYP2EL1 é responsével pela ativacdo metabdlica de cloroférmio no rim. Além disso,
existem diferengas de género e tensdo na susceptibilidade de ratos a nefrotoxidade

induzida pelo cloroférmio, por exemplo, apenas o0s ratos do sexo masculino



48

desenvolverem toxicidade renal apds exposicdo ao cloroférmio, um fenémeno
provavelmente relacionado as diferencas de género na capacidade de ativagéo
P450 renal-dependente metabdlica de cloroformio. Em nosso estudo com fémeas
conseguimos Vverificar lesdo renal grave em individuos com dosagem elevada de
cloroférmio na agua ingerida diariamente.

Nos estudos realizados por OPAS (2004) suas amostras indicaram dilatagao
difusa tubular com necrose, e houve diminuicdo dose-dependente do consumo de
agua e ganho de peso, que persistiu nos dois grupos de dose mais elevada,
aumento da sobrevida com a dose, provavelmente como resultado da composi¢céo
corporal magra nos grupos de dose mais elevada (por exemplo, depois de 104
semanas, apenas 12% dos controles tinham sobrevivido, sendo que 66% dos
animais no grupo de dose alta ainda estavam vivas, esta € uma ocorréncia comum
em tais estudos). Consistente com os resultados do bioensaio descrito acima, houve
também um aumento na incidéncia de tumores renais.

Como em nossas analises as concentracoes de cloroférmio foram muito
acima da permitida pela Portaria 518/2004 — MS decidimos fazer a dosagem do
cloroférmio em 100 mg/Kg e 300 mg/Kg durante o bioensaio. A tabela 2 nos mostra
0s grupos estudados e sua classificacdo de acordo com o grau de leséo renal.
Alguns individuos que receberam cloroférmio intraperitoneal com dosagem de 300
mg/Kg tiveram lesdo renal moderada. No grupo controle que recebeu 300 mg/Kg de
soro fisiologico intraperitoneal ndo foi encontrado lesdo renal. Os individuos que
ingeriram &agua diariamente com dosagem de 300 mg/Kg de cloroférmio tiveram
lesdo leve nos rins. Os individuos que receberam dosagem de cloroférmio 100
mg/Kg néo tiveram lesdo renal. Os individuos que ingeriram agua da estacdo de
tratamento de Boa Vista também néo tiveram lesdo renal, com excecdo de um
individuo que teve uma leséo leve no tubulo proximal renal.

Em nosso estudo encontramos uma lesdo leve no tubulo proximal renal em
um individuo do grupo que recebia somente agua da estacéo de tratamento de Boa
Vista, RR (Figura 8).

Fang et al. (2008) corrobora com nosso estudo quando encontrou em sua
pesquisa, conforme consta na figura 9, dados semelhantes aos nossos e afirma que
a biodisponibilidade de cloroféormio nos rins pode levar a um maior grau de
toxicidade renal, através da ativacdo metabdlica por enzimas P450 renal. Esta

hipotese foi testada através da comparacdo do grau de toxicidade renal induzida
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pelo cloroférmio entre o figado de ratos com genes nulos ou recessivos e ratos com
genes selvagens ou dominantes. Nos grupos tratados com uma uUnica dose de
cloroférmio, 150 mg/kg e 300 mg/kg, o epitelial tubular do tubulo proximal renal
apresentou lesbes graves (++) em todos os individuos com genes recessivos do
citocromo P450. Nos individuos com genes dominantes ou selvagens tratados com
cloroférmio a 150 e 300 mg/kg, as lesdes nos tubulos proximal do camundongos WT
foram ausentes ( - ) e lesdes leves (+/-) respectivamente.

No estudo realizado por Silvado (2008) explica que cada gene especifico
codifica uma enzima e cada pessoa herda um alelo de cada um dos pais. Cada alelo
pode ser classificados como “selvagens” ou “variante”. Alelos “selvagens” sdo os
mais comuns na populacdo e uma pessoa que possui duas copias de alelos
“selvagens” é considerado um metabolizador normal, que é o tipo mais comum na
populacdo. Alelos “variantes” tém polimorfismo, geralmente single-nucleotide
polymorphism (SNP), que codifica uma enzima com atividade reduzida ou nula.
Pessoas com 2 cépias de alelos “variantes” sdo metabolizadores fracos e as com 1
alelo “selvagem” e 1 alelo variante tem metabolizac&o reduzida e séo considerados
metabolizador intermediario. Os que herdam multiplas copias de alelos “selvagem”
tem uma atividade enzimatica aumentada, sendo denominados metabolizador ultra-

rapido.

Tabela 2: Classificagdo do grau de lesdo renal avaliado nas laminas histoldgicas dos
ratos do bioensaio.

Dosagem de cloroférmio ++ + +/- -
Agua 300 mg/Kg - - 3 -
Agua 100 mg/Kg - - _
ETA - - 1

w N W

Soro fisiolégico 300 mg/Kg - - -
Cloroférmio 300 mg/Kg - 3 - -

++ Grau de lesdo grave; + Grau de lesdo moderada; +/- Grau de leséo leve; - Grau de lesdo negativo.

O estudo de Gu et al. (2005) mostrou que o citocromo 450 hepatico
desempenha um papel importante na toxicidade no rim, pulm&o, mas que nao

contribui para a toxicidade da mucosa nasal. Este estudo demonstra o valor, assim
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como potenciais fatores de estudo, do modelo de ratos com genes recessivos para
p450 sobre os mecanismos de toxicidade induzida por iniUmeros compostos
xenobioticos. Gu et al. (2005) declara que é preciso compreensdo do papel do
metabolismo de biotransformacao, e estudar o gene especifico do citocromo P450
no rim.

Estudos demonstraram que trihalometanos administrados isoladamente em
ratos sdo metabolizados mais rapidamente do que quando 0S mesmos sao
administrados em conjunto. Este estudo sugere que a presenc¢a de um trihalometano
interfere no metabolismo do outro, assim, a exposi¢cdo a mistura de trihalometanos
pode ser mais maléfica do que a exposicdo a estes compostos isoladamente (OPAS,
2011).

Gu et al. (2005) afirmam em seu trabalho que a maior concentragcdo das
enzimas microssdmicas nos rins encontra-se nas ceélulas epiteliais do tubulo
proximal renal, onde ocorre necrose em maior intensidade ap0s exposicdo ao
xenobiodtico. Isto indica que a biotransformacdo do cloroférmio pode ocorrer,
também, nos rins. Afirma também que o etanol pode induzir o CYP2E1l

potencializando a toxicidade do cloroférmio.

Figura 8: Corte histologico do rim dos ratos utilizados no bioensaio e coradas com
hematoxilina e eosina para andlise do tipo de leséo renal. Classificacédo feita por Gu et al.
(2005) que classifica: ++ grave, + moderada, +/- leve e — negativo.
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Figura 9: Andlise do corte histologico de rim de ratos e avaliados pelo tipo de leséo renal.

WT WT Null
Vehicle control chloroform chloroform
PT
150 mg/k
g'kg PT
PT
300 mg/kg
PT
PT ~PT

Extraido de Fang et al. (2008).

No estudo de Fang et al. (2008) verificou que em dosagem de 150 mg/Kg de
cloroférmio para os animais que apresentam metabolismo ultra-rapido para
biotransformacao nédo houve leséo renal, e quando a dosagem foi de 300 mg/Kg a
lesdo foi grave. Ja os individuos com genes recessivos ou metabolismo de
biotransformacao baixo a lesdo em ambas as dosagens foi considerada grave. No
estudo realizado por Rocha et al. (2005) encontrou resultados satisfatérios com
relacdo a formacédo de fosgénio como subproduto da degradacdo do cloroférmio, e
na comparacdo com o espectro de massa apropriada e a formacado de fosgénio
(CoCI2) em tal reacdo foi, sem duvida, detectada. Nos estudos realizados por
Balster e Borzelleca (1982) e (OPAS, 2004) administrou o cloroférmio na agua para
camundongos (8 - 12 por grupo) e analisou o seu desempenho em uma bateria de
testes neurocomportamentais (periodos de exposicao a varias e diferentes doses). O
anico efeito observado foi uma realizacao reduzida em um teste de comportamento
operante apds a administracéo de 400 pg de cloroférmio por kg de peso corporal em
agua por 60 dias, cerca de metade dos animais tratados morreram. Nenhum efeito
adverso sobre comportamento foi observado apds 90 dias de tratamento com 31 ug
de cloroférmio/kg de peso do corpo na agua. Verificamos que cloroférmio na agua
provoca toxicidade em ratos. Os menores niveis em que a toxicidade do cloroférmio
no figado devido a exposi¢do que tem sido relatada estéo na faixa de 80-160 p/L por

um periodo de exposicao inferior a 4 meses.
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O cloroférmio é distribuido por todo o corpo, com niveis mais altos no sangue,
tecido adiposo, figado, rins, pulmdes e sistema nervoso. A distribuicdo é dependente
da via de exposicéo; tecidos extra-hepaticos receber uma alta dose de cloroférmio,
inalado ou absorvido dérmica que de cloroférmio ingerida. A transferéncia
placentaria de cloroférmio tem sido demonstrada em varias espécies animais e seres
humanos. Cloroférmio ndo metabolizado é retida por mais tempo na gordura do que
em qualquer outro tecido (OPAS, 2004). A biotransformacé&o oxidativa de cloroformio
é catalisada pelo citocromo P450 para produzir fosgenio. O dioxido de carbono é o
principal metabolito do cloroformio gerados pela via oxidativa in vivo. Ambos o0s
produtos da ativacdo do oxidante, fosgénio e acido cloridrico, pode causar danos
aos tecidos. O fosgénio reage com as proteinas do tecido € associada com danos

celulares e morte.

4.3 Desenvolvimento do método

De acordo com a figura 10 a curva de calibracéo do cloroférmio foi realizada a
curva de calibracdo do cloroférmio e obtivemos o coeficiente de correlacdo com uma
precisao de 99.2%.

Para validacdo do método fizemos uma comparacdo com a Cromatrografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) (apéndice) obtendo um coeficiente de
correlacdo de 99.9% o que nos ajudou na validacdo de nosso método para analise

de cloroférmio utilizando o espectrofotébmetro.
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Figura 10: Curva de calibragcdo do cloroférmio.
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A tabela 3 nos mostra a precisao avaliada pelos estudos de repetibilidade de
acordo com Skoog et al. (2002). A repetibilidade revelou coeficiente de variancia de
0,06%, portanto, menor do que o valor maximo exigido de 5 % de probabilidade (P <
0,05). Os dados de Siqueira-Moura, et al. (2008) corroboram com 0s nossos quando
encontraram coeficiente de variacdo do método de 1,96% e a precisédo intermediaria
indicou que a diferencga entre as médias foi estatisticamente insignificante (P < 0,05).
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Tabela 3: Dados de absorbancia da precisdo avaliada pelos estudos de

repetibilidade.

Dados estatisticos

Absorbancia (220 nm)

Média
Desvio padrao

Coeficiente de variacao

0.007
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007
0.00042
6.02%

Os resultados das determinacdes de cloroformio nas amostras estudadas

estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Amostras de agua analisadas e concentragéo de cloroférmio encontrada.

Amostras Concentracao de cloroférmio (ug/L)
Mineral A 0.00
Mineral B 0.00
Agua desionizada 0.00
Agua Rio Branco 0.00
ETA Jan 298
ETA Fev 269
ETA Mar 240
ETA Mai 210
ETA Jun 636
ETA Jul 550
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De acordo com a tabela 4 verifica-se que nao foi detectado cloroférmio nas
amostras de agua desionizada, aguas minerais e agua proveniente do Rio Branco
analisadas. Entretanto, nas amostras de agua da ETA, as concentragdes variaram
ao longo do primeiro semestre, contudo, apresentaram niveis acima do permitido
pela Portaria n° 518/2004 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004). A figura 11 ilustra

esta variagao.

Figura 11 Concentracdo de cloroformio nas amostras de &gua obtidas na Estacdo de
Tratamento de Boa Vista, Roraima, agua mineral de circulacdo no mercado local e agua
coletada no Rio Branco.
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Encontramos uma média de 367,2 pg/L nas amostras de agua obtidas na ETA
analisadas para o periodo de estudo. Entretanto, este valor esta trés vezes acima do
permitido pela portaria 518-2004/MS.

E importante ressaltar que a concentracdo de cloroférmio na agua esta
associada ao teor de matéria organica. No periodo chuvoso temos aumento em
matéria organica presente na agua superficial proveniente do Rio Branco, e com isso
ha um aumento no nivel de cloroférmio na agua potavel distribuida para a
populacao.

No estudo realizado por Andreola et al. (2005) em que se coletaram dados de

niveis de matéria organica presente na agua e aumento de niveis de trihalometanos,
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verificou que apesar da carga de cloro aplicada para o periodo chuvoso ser maior
gue a aplicada para o periodo de estiagem, os resultados mostram que em todos os
pontos de amostragem os valores de cloro residual para o periodo chuvoso
permanecem abaixo dos valores para o periodo de estiagem. Isto indica que houve
um consumo maior de cloro no periodo chuvoso, mesmo com uma carga de cloro
aplicada maior do que no periodo de estiagem. Isto possivelmente é devido a
oxidacdo da maior carga de matéria organica. Em vista disto, € esperado uma maior
formacédo de THMs para o periodo chuvoso do que para o periodo de estiagem.

Segundo a Portaria n°® 518 do Ministério da Saude, Brasil (2004), na saida da
ETA, a agua deve conter um teor minimo de cloro residual livre de 0,5 mg/L, apés ter
permanecido em contato com o cloro por um periodo minimo de 30 minutos, nos
reservatorios de contato.

Os dados de Andreola et al. (2005) corroboram com nossos dados quando os
resultados mostram que em todos os pontos de amostragem, houve um consumo
maior de cloro no periodo chuvoso, devido, possivelmente, a oxidacdo da maior
carga de matéria organica presente. Concordando com este fato, os valores de
concentracdo de THMs para o periodo chuvoso foram bem maiores do que para o
periodo de estiagem. Esse fato deve-se, possivelmente estar relacionado aos
maiores valores de THM na saida do sistema de tratamento para o periodo chuvoso
podem ser entendidos como resultado da combinacdo entre uma elevada
quantidade de matéria organica presente associado a uma elevada carga de cloro,
também disponivel.

Sarmiento et al. (2003) em 1993 efetuou uma determinacdo de THM Estacao
de Tratamento de Alonso de Ojeda cidade de Maracaibo, e encontrou uma
concentracdo THM meédia de 56,6 ug/L, com o cloroférmio, o principal constituinte
com uma média 39,1 pg/L. Os resultados deste estudo demonstram que
concentracdes de THM estava no limite permitido de (80 pg/L).

No estudo desenvolvido por Budziak; Carasek, (2007) na Lagoa do Peri em
Santa Catarina, que possui o agravante de conter grandes quantidades de algas, a
guantidade média de THM foi de 152,3 pg/L. Conforme documento (Anexo lll),
verificamos que a Estagcdo de Tratamento de Boa Vista, Roraima néo realiza as
analises de trihalometanos, portanto, fica dificil analisar as amostras ao longo de

anos anteriores.
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De acordo com Brasil (2004) determina ainda que quando se trata de
manancial superficial deve ser realizada uma analise trimestral para trihalometanos
em sistemas que abastecem até 50.000 pessoas e quatro analises trimestrais para
sistemas maiores. Em sistemas supridos por manancial subterraneo exige-se uma
amostra anual, desde que atenda até 50.000 pessoas e uma amostra semestral para
sistemas maiores. Com relacdo aos demais parametros exigem-se uma amostra
semestral, sendo “dispensada analise na rede de distribuicdo quando o parametro
nao for detectado na saida do tratamento e, ou, no manancial, a excecdo de
substancias que potencialmente possam ser introduzidas no sistema ao longo da
distribuicéo.

Este estudo nos chamou atencdo pelos niveis elevados de cloroférmio
encontrados na agua potével destinada a populacdo de Boa Vista, Roraima. Esses
niveis estdo muito acima do permitido pela Portaria 518/2004 MS que estabelece o0s
procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade, e da outras providéncias.

No estudo de Budziak; Carasek, (2007) em todas as amostras coletadas no
interior da estacdo de tratamento de Floriandpolis, antes da cloracdo, ndo foi
observada THM. Além do fato de que as fontes naturais ndo apresentou tais
compostos este resultado é a evidéncia da relacdo entre a cloracdo da agua e
formacédo de THM. Praticamente todos os resultados da segunda area Leste / Sul da
costa do sistema, foram acima da concentracdo maxima determinada pela lei, que &
de 100 pg/L de trihalometanos. A concentracdo média encontrada foi de,
aproximadamente, 152,3 £ 2,5 pg/L. Cloroférmio e bromodiclorometano foram os
compostos encontrados em concentracdes mais elevadas. Precursores da aparéncia
THM na agua sao devido a decomposicédo de plantas sobre o rio e leitos de lagos,
mais abundante em fontes de agua protegida com mais vegetacdo nas margens.
Tais condicbes foram encontradas em duas das fontes estudadas. Vegetacdo na
bacia do rio Cubatédo Sul é parte da floresta nativa ou Mata Atlantica. Atualmente, a
vegetacdo tem sido explorada pelo corte de arvores de alto valor econémico para
pasto e agricultura. No entanto, devido a paisagem ingreme de dificil acesso, uma
grande parte da floresta € original. Isso também pode influenciar a quantidade de
matéria organica presente nas fontes de agua e, consequientemente, tal a formacao
de THM.
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A Portaria MS no 518/2004 contém normas e padrédo de potabilidade da agua
destinada ao consumo humano a serem observados em todo o territério nacional.
Cabe ao Ministério da Saude, em articulacgdo com as autoridades sanitarias
competentes dos estados, Distrito Federal e municipios, a ado¢cdo das medidas
necessérias ao fiel cumprimento da legislacdo. A portaria apresenta as defini¢cdes e
0S conceitos mais relevantes a sua interpretacdo e aplicacdo e dispde sobre os
procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano.
Garantir o efetivo cumprimento da Portaria MS no 518/2004 significa assegurar que
a qualidade da agua distribuida atenda aos padrdes de potabilidade. Entretanto, néo
€ nossa realidade rotineira, conforme demonstram os ndmeros citados. Além disso,
nao custa lembrar que atualmente quase um quarto da populacdo urbana brasileira
e cerca de 70% da populacdo rural ndo dispdem de condicdes adequadas de
suprimento de agua. Em resumo, ndo basta conhecer a qualidade da agua
distribuida, mas também e acima de tudo a qualidade da agua consumida pela
populacdo como um todo. As acdes de controle da qualidade da agua para consumo
humano, “destinadas a verificar se a agua fornecida a populacdo € potavel,
assegurando a manutencao dessa condicdo” (BRASIL, 2004, p.3), consistem em
“descobrir, evitar ou eliminar causas reais ou potenciais que possam comprometer
direta ou indiretamente a potabilidade da agua fornecida”.

Segundo Budziak e Carasek, (2007) a importancia do uso do cloro como um
bom agente desinfetante e eficiente no combate a todos os agentes patogénicos,
além de ndo oferecer riscos ao homem na dosagem adequada de acordo com
legislacdo vigente. Mas o principal trihalometano formado pela reacéo do cloro com
a matéria organica presente na agua € o cloroformio, e este deve ser monitorado
pela estacdo de tratamento, pois 0 mesmo em niveis acima do permitido se torna
nocivo ao ser humano.

Sugerimos a necessidade de um rigido controle no processo de coagulagédo
que ocorre por intermédio da eliminacdo da turbidez das unidades de decantacéo.
Juntamente monitoramento do pH e do auxiliar de coagulacdo obtem-se reducéo
nos niveis de turbidez e de matéria organica diminuindo os niveis de trihalometanos
formados.

Podemos verificar que houve concentracbes elevadas de cloroformio em
todos os meses do estudo, porém, nos chama atencdo os meses de junho e julho

por atingirem concentragdes aproximadamente seis vezes maior que o permitido
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pela Portaria n° 518/MS/2004, o que nos deixou preocupados com a questdo do
cloroférmio em concentragdes elevadas ser nocivos ao ser humano. Na Portaria n°
518/MS/2004 diz em seu artigo 28 que cabe ao Ministério da Saude, por intermédio
da SVS/MS, e as autoridades de saude publica dos Estados, do Distrito Federal e
dos Municipios, representadas pelas respectivas Secretarias de Saude ou 6rgaos
equivalentes, fazer observar o fiel cumprimento desta Norma, nos termos da
legislacdo que regulamenta o Sistema Unico de Saude — SUS. Ainda em seu artigo
29 diz que sempre que forem identificadas situacfes de risco a saude, o responsavel
pela operacdo do sistema ou solucdo alternativa de abastecimento de agua e as
autoridades de saude publica devem estabelecer entendimentos para a elaboracdo
de um plano de acdo e tomada das medidas cabiveis, incluindo a eficaz
comunicacdo a populacdo, sem prejuizo das providéncias imediatas para a correcao
da anormalidade. No seu artigo 31 a portaria ainda reforca que em funcdo de
caracteristicas ndo conformes com o padrao de potabilidade da agua ou de outros
fatores de risco, a autoridade de saude publica competente, com fundamento em
relatorio técnico, determinara ao responsavel pela operacdo do sistema ou solucao
alternativa de abastecimento de agua que amplie o0 nimero minimo de amostras,
aumente a frequéncia de amostragem ou realize analises laboratoriais de
parametros adicionais ao estabelecido na presente Norma (BRASIL, 2004 p. 30).

S&o preocupantes os niveis de cloroformio encontrados na agua potavel
distribuida pela ETA de Boa Vista, RR, 0 que pode corroborar com a hipotese do
cloroférmio, possivelmente, ser um fator de risco associado a Insuficiéncia Renal.
Nos estudos de Fang et al. (2008) corroboram com nossos dados quando diz que os
metabalitos nefrotoxicos podem ser produzidos por citocromo P450 no rim, ou entao
eles podem ser gerados no figado ou outros 6rgédos e depois transportados para o
rim. Na ativacdo metabdlica do cloroférmio pelo citocromo P450 formam-se fosgénio,
um intermediario altamente ativo e toxico. Como foi demonstrado recentemente,
uma reducdo na depuracdo hepatica pode levar ao aumento da biodisponibilidade
de um agente toxico, induzindo a toxicidade.

Neste estudo, descobrimos que os niveis de cloroformio no sangue, figado e
rim foram aumentados nos ratos genes recessivos para Citocromo P450, em
comparacao com os camundongos selvagens ou dominantes. A biodisponibilidade
do cloroféormio aumentou no rim e foi acompanhada pelo aumento na gravidade da

toxicidade renal no figado de ratos com genes recessivos para P450, em
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comparagcdo com camundongos genes dominantes para o P450, que pode ser
explicado pela maior producdo de quantidades de metabdlitos reativos pelo
cloroférmio por P450s renal na presenca de uma maior concentracdo de cloroférmio
no rim. Embora nossos dados mostram claramente que a ativagcdo metabdlica
hepatica do citocromo P450 ndo evita a toxicidade renal do cloroférmio se este
estiver em concentracbes acima do permitido. O rim é um tecido heterogéneo
composto de uma variedade de subestruturas e tipos de células. Tubulo renal
proximal, um alvo principal para a toxicidade renal induzida por muitos compostos
xenobioticos. Nossos achados reforcam a nocdo de que o citocromo P450 renal
desempenha um papel importante no processo biotransformacdo do cloroférmio,
mas em alta concentracdo acaba induzindo a toxicidade nos rins.

O tubulo proximal renal € um dos principais alvos para a toxicidade renal
induzida por muitos compostos xenobidticos inclusive o cloroférmio. A expressédo do
CYP450, CYP2EL1 se localizam no cértex renal principalmente no tubulo proximal
renal. Verificamos que o citocromo P450 desempenha um papel importante na
toxicidade de cloroféormio no rim, no entanto, € necessario uma melhor compreensao
da fisiologia renal e toxicologia do CYP-450, sua distribuicdo e ativacdo nos

diferentes tipos de células renais.
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5 CONCLUSOES

Em nosso estudo verificamos que os niveis de cloroférmio na agua estao
acima do permitido pela legislacéo vigente, e que a Estacdo de Tratamento de Boa
Vista néo realiza analises para avaliar os niveis de cloroférmio, portanto, sugerimos
gue a mesma realize estas andlises conforme consta na Portaria 518/2004 MS que
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia
da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, e da
outras providéncias.

De acordo com o bioensaio com ratos, possivelmente, o cloroférmio em doses
acima da permitida pela Portaria n. 518/2004/MS pode ser classificado como um dos
fatores ambientais de risco que induzem a incidéncia de insuficiéncia renal crbonica a
populacdo. Sugerimos novos estudos de monitoramento dos niveis de cloroférmio
na agua distribuida pela Estacdo de Tratamento de Boa Vista e a confec¢cdo de um
banco de dados atualizado mensalmente para um estudo epidemiolégico em
Roraima acerca da incidéncia e prevaléncia de insuficiéncia renal cronica.

A analise histométrica mostrou-se de grande precisdo no estudo de lesdes
renais com maior grau de confianga, permitindo a comparacdo e discussao de
resultados. Além disso, constitui-se um meio auxiliar importante para o
estabelecimento da severidade das lesdes.

Em nosso estudo elaboramos um meétodo novo para confeccdo da curva
analitica de calibracdo para o cloroférmio, sendo este um método de baixo custo de
mercado e de facil aplicagdo. Esse novo método, provavelmente, vai agilizar e
viabilizar as andlises de cloroférmio nas estacfes de tratamento de agua, uma vez
gue em Boa Vista, RR nao é feito as analises de cloroférmio.

O método proposto apresentou boa precisdo e linearidade atendendo o
interesse aos limites maximos estabelecidos pela Portaria 518/2004 do Ministério da
Saude, garantindo a aplicabilidade do mesmo para a analise simultdnea de
cloroférmio em agua destinada ao consumo humano. Por se tratar de um método de
analise simples e eficiente, o protocolo de andlise proposto permite a analise

rotineira do cloroférmio em aguas destinadas ao consumo humano.
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Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

ATESTADO DE SANIDADE

Atesto para os devidos fins que examinei 19 (dezenove) exemplares de
Rattus norvegicus (rato) da linhagem Wistar, fémeas adultas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul e fornecidas ao Professor Ramao Luciano Nogueira Hayd da
Universidade Federal de Roraima. Os referidos animais ndo apresentam
doenca infectocontagiosa ou parasitéria.

Campo Grande, 03 de janeiro de 2011.
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Responsavel Técnica do Biotério Central/CCBS/UFMS
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Avenida Senador Fillinto Muller 1556, Vila lpiranga Fone: 067 3345-3540 / 3345- 3541
CEP 79074-460 Campo Grande (MS)
e-mail: bioterioccbs@ufms be



ANEXO I

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE RORAIMA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMITE DE ETICA E PESQUISA - COEP

PROCESSO N° FR 382283 PARECER N° 01/2010-CEFL

CONSELHEIRO: Carlos Eduardo Freitas Lemos, Prof. Dr.
REPRESENTAGAO: Centro de Estudos da Biodiversidade-CBio/UFRR

TITULO DO PROJETO DE Niveis de cloroférmio na dgua potavel distribuida pefa estaco de fratamento de Boa Vista, Roraima e relacao
PESQUISA: com insuficiéncia renal crénica.

N° DA FOLHA DE ROSTO 382283 ] AREA DE CONHECIMENTO I Ciéncias Bio]égicas;Bio}ogia geral
PESQUISADOR RESPONSAVEL | Ramdo Luciano Nogusira Hayda Titulagdo ’ Especialista
ftui Curso/ ot
Ingtituigao Universidade Federal de Roraima Medicina
Unidade
PARECER:

O projeto visa determinar a concentraggo de cloroférmio na agua potavel distribuida em Boa Vista e a sua relagio
com a prevaléncia de insuficiéncia renal crénica na populagéo atendida pelo abastecimento de agua fornecido pela
estacéo de tratamento.

A realizag&o do projeto ¢ justificada devido & formac&o de trihalometarios (THM), como o cloroférmio, durante a
etapa de tratamento da 4gua nas estagbes de tratamento, devido a utilizagso de cloro para desinfecgéo da agua. A
ingestéo de cloroférmio determina a sua bioacumulaggo no figado e rins e pode apresentar algum grau de toxicidade
orgénica e provocar insuficiéncia renal cronica. A coleta de informacGes epidemiolégicas seré realizada no banco de
dados de pacientes atendidos pelo Hospital Geral de Roraima, no periodo de 2007-2009. Em Boa Vista nio foi
realizado ainda nenhum estudo que visa determinar as concentragdes de THM na dgua.

O projeto apresenta fundamentos metodolégicos adequados ao seu desenvolvimento e os resultados esperados s3o
passiveis de serem obtidos.

O projeto foi encaminhado com a documentagéo especifica em anexo, conforme requerida pelos instrumentos
juridicos que regulam o funcionamento dos comités de ética em pesquisa com humanos.

Em vista do exposto, o parecer do relator do processo no COEP/UFRI a ser submetido para a apreciaggio do
colegiado, € pela aprovacdo do projeto. ) S 5
Projeto Ap ta indicad: de Confidencialidade? ( X\b Sim () Nao

COEP | Data do Recebimento: ___/. / ICONEP { ) Data do Registro: / /
RELATORIO FINAL PARA COEP ] () Sim ( ) Nao Data I !

REUNIAO DA APRECIAGAC [ (X ) Projeto dever ser ( ) Oprojetondodeve | ( ) O projeto deve ser

DO PROJETO aprovado sem restrigdes | ser aprovado aceito, desde que

pata 0371 /2 1 /O atendidas as exigéncias
acima referenciadas

Observacdes:

O projeto encontra-se de acordo com a resolugdo n° w&CNSIMSg\oomplementares, aprovado na reunido de

COEPdodia 73 | /2 I_1C.

Assinatura do Presidente do COEP/UFRR L/_ e )
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ANEXO IlI

ANALISE DE AGUA POTAVEL
CAER-ESTACAO DE TRATAMENTO LAUDO AP 01-0710

Interessado: COMPANHIA DE AGUAS E ESGOTOS DE RORAIMA
Endereco: Rua Melvin Jones, 219 — Sao Pedro

70

Servigo: Coleta e Andlise 'da Qualidade
Microbiolégica da Agua da Estacdo de Trata
Amostragem:05 de julho de 2010

Fisico-Quimica, Organoléptica e
mento+CAER — Boa vista-rr

Determinagdes Fisico-Quimicas

Portaria 518 ]
Parametros Dosados do Ministério AM 01
da Satde de 25/03/04

pH § 6,0 29,50 5,86 7
Cor Aparente Até 15 pH 0,3
Gosto N&o Objetavel Né&o Objetavel
Qdor Nao Objetavel N&o Objetavel
Dureza em CaCO; Ate 500 mg/L 37,57
et L Até 1000 mg/L 465
Turbidez Até 5,0 UT 0,11
Aluminio Até 0,2 mg/L < 0,001
Amoénia Até 1,5 mg/L < 0,001
Antiménio Até 0,005 mg/L < 0,001
Arsénio Ateé 0,01 mg/L < 0,001
Bario Até 0,7 mg/L < 0,001
Cadmio Até 0,005 mg/L < 0,001
Cianeto Até 0,07 mg/L < 0,001
Chumbo Até 0,01 mg/L < 0,001
Cloreto Até 250 mg/L 3,22
Cloro Livre Sem referéncia 0.5
Cobre Até 2,0 mg/L < 0,001
Cromo Ate 0,05 mg/L < 0,001
Ferro Até 0,3 mg/L 0,01
Fluoretos’ Até 1,5 mg/L < 0,007
Manganés Até 0,1 mg/L < 0,001
Merclrio Até 0,001 mg/L < 0,001
Nitrato Até 10 mg/L < 0,001
Nitrito Até 1,0 mg/L < 0,001
Selénio Até 0,01 mg/L < 0,001
Sédio Até 200 mg/L 3,35
Sulfato Até 250 mg/L 3,28
Sulfeto de Hidrogénio Até 0,05 mg/L < 0,001
Surfactantes Ate 0,5 mg/L < 0,001
Zinco Até 5,0 mg/L 0,21 V]

UBIRA)
Rua Jodo Alfredo, 227 - S&0 Geraldo 69053-270 - Manaus - Amazonas (92) 3233-8240 Fax: B’GB’%?&B
E-mails: aguapura@internext.com.br M
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Acrilamida Até 0,5 pg/L < 0,001
Alaclor Até 20 pg/L < 0,001
Aldrin e Dieldrin Até 0,03 ug/L < 0,001
Atrazina Até 2,0 pg/L < 0,001
Benzeno Até 5,0 ug/L < 0,001
Benzeno[a]pireno Até 0,7 ug/L < 0,001
Bentazona Até 300 pg/L < 0,001
Cloreto de Vinila Até 5,0 pg/L < 0,001
24D Até 30 pg/L < 0,001
DDT (isdmeros) Até 2,0 pg/L < 0,001
1,1Dicloroeteno Até 30 pg/L < 0,001
1,2Dicloroeteno Até 10 pg/L < 0,001
Diclorometano Até 20 pg/L < 0,001
Endossulfan Até 20 pg/L < 0,001
Endrin Até 0,6 pg/L < (0,001
Etilbenzeno Até 0,2 pg/L < 0,001
Estireno Até 20 pg/L < 0,001
Glifosato Até 500 pg/L < 0,001
Sgg)t(%ccl)oro e Heptacloro Até 0,03 ug/L <0,001
Hexaclorobenzeno Até 1,0 pg/L < 0,001
Lindano (y-BHC) Até 2,0 pg/L < 0,001
Metolacloro Até 10 pg/L < 0,001
Metoxicloro Até 20 pg/L < 0,001
Microcistinas Até 1,0 pg/L < 0,001
Molinato Até 6,0 pg/L < 0,001
Monoclorobenzeno Até 0,12 ug/L < 0,001
Pendimetalina Até 20 pg/L < 0,001
Pentaclorofenol Ate 9,0 pg/L < 0,001
Permetrina Até 20 pg/L < 0,001
Propanil Até 20 pg/L < 0,001
Simazina Até 2,0 pg/L < 0,001
Trifluralina Até 20 pg/L < 0,001
Tetracloreto de Carbono Até 2,0 pg/L < 0,001
Tetracloroeteno Até 40 pg/L < 0,001
Tricloroeteno Até 70 pg/L < 0,001
Tricorobenzenos Até 20 pg/L < 0,001
Tolueno Até 0,17 mg/L < 0,001
Xileno Até 0,3 mg/L < 0,001

*O pH ligeiramente acido encontrado nas amostras € caracteristico das aguas da regio norte.

E-mails: aguapura@internext.com.br

Rua Jo&o Alfredo, 227 - Sao Geraldo 63053-270 - Manaus - Amazonas (92) 3233-8240 Fax: 3633-8332,§149-7697
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Determinagdes Microbiologicas

Portaria 518
Parametros Dosados se nSA::':Zetae;I: da Estagdo de Tratamento
25/03/2004
Bactérias Heterotréficas Até 500 UFC/mL Ausente
Bactérias Coliformes
S Ausente em 100mL Ausente
Bactérias Coliformes Totais Ausente em 100mL Ausente
Microcistina Sem Referéncia Ausente
DIAGNOSTICO

Pelos resultados analiticos obtidos podemos informar que a amostra de dgua
analisadas, apresenta qualidade fisico-quimica e microbiolégica dentro do padrao
exigido pela Portaria N° 518 de 25/03/04 do Ministério da Salde/ANVISA, sendo agua
potavel de mesa, portanto, propria para o consumo humano.

Equipamentos Utilizados:

Potenciémetro

Certificado de Calibragao N° J10601/09

Turbidimetro

Certificado de Calibragdo N° LO-0159/09

Espectrofotémetro de Chama FC-180 N° de Série: RW 1-145G
Certificado de Calibragdo N° RT-74106

Espectrofotometro de Absor¢do Atémica AA-6200 N° de Série: A30454200575
Certificado de Calibragdo N° AA0Q7/07

Espectrometro de Massa GCMS QP5050A N° de Série: C70184200788
Certificado de Calibragdo N° QP03/09

Metodologia
As metodologias utilizadas para as determinacdes analiticas realizadas estdo

contidas no Standard Methods for the examination of Water and Wastewater 212 Ed.

Manaus, 12 de julho de 2010.

Rua Jodo Alfredo, 227 - Sdo Geraldo 69053-270 - Manaus - Amazonas (92) 3233-8240 Fax: 3633‘83323//%1 49-7697
E-mails: aguapura@internext.com.br  boechat@vivax.com.br
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ANALISE DE AGUA POTAVEL
CAER-ESTAGAO DE TRATAMENTO LAUDO AP 01-12110

Interessado: COMPANHIA DE AGUAS E ESGOTOS DE RORAIMA
Enderego: Rua Melvin Jones, 219 — S50 Pedro.

CAER/Boa vista-RR.

Amostragem:03 de dezembro de 2010.

Servico: Coleta e Analise da Qualidade Fisico-Quimica, Organoléptica e
Microbiolégica da Agua da Saida da Estacdo de Tratamento — S&o Pedro

Determinag¢des Fisico-Quimicas

Portaria 518 2 N
Parametros Dosados do Ministério Saida da Estagdo de
da Saude de 25/03/04 Tiatamanty
pH 6,02 9,50 7,79
Cor Aparente Até 15 pH 0,30
Gosto NZo Objetavel N&o Objetavel
Odor Nao Objetavel Nao Objetavel
Dureza em CaCQ; Até 500 mg/L 40,05
SRibes Fordle Até 1000 mg/L 458
Turbidez Até 50 UT 2,11
Aluminio Até 0,2 mg/L < 0,001
Ambdnia Até 1,5 mg/L < 0,001
Antimonio Até 0,005 mg/L < 0,001
Arsénio Até 0,01 mg/L < 0,001
Bario Até 0,7 mg/L < 0,001
Cadmio Até 0,005 mg/L < 0,001
Cianeto Até 0,07 mg/L < 0,001
Chumbo Até 0,01 mg/L < 0,001
Cloreto Até 250 mg/L 4,59
Cloro Livre Sem referéncia 0,60
Cobre Até 2,0 mg/L < 0,001
Cromo Até 0,05 mg/L < 0,001
Ferro Até 0,3 mg/L 0,01
Fluoretos Até 1,5 mg/L < 0,001
Manganés Até 0,1 mg/L < 0,001
Mercurio Até 0,001 mg/L < 0,001
Nitrato Até 10 mg/L < 0,001
Nitrito Até 1,0 mg/L < 0,001
Selénio Até 0,01 mg/L < 0,001
Sédio Até 200 mg/L 3,26
Sulfato Até 250 mg/L 3,14
Sulfeto de Hidrogénio Até 0,05 mg/L < 0,001
Surfactantes Até 0,5 mg/L

Rua Joao Alfredo, 227 - S&o Geraldo 69053-270 - Manaus - Amazonas  (92) 3233-83«
E-mails: aguapura@mternext.cgm.br
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Zinco Até 5,0 mg/L 0,16
Acrilamida Até 0,5 pg/L < 0,001
Alaclor Até 20 pg/L < 0,001
Aldrin e Dieldrin Ate 0,03 pg/L < 0,001
Atrazina Até 2,0 ug/L < 0,001
Benzeno Até 5,0 pug/L < 0,001
Benzeno[a]pireno Até 0,7 ug/L < 0,001
Bentazona Até 300 pg/L < 0,001
Cloreto de Vinila Até 5,0 pg/L < 0,001
24D Até 30 pg/L < 0,001
DDT (isémeros) Até 2,0 pg/L < 0,001
1,1Dicloroeteno Até 30 pg/L < 0,001
1,2Dicloroeteno Até 10 pg/L < 0,001
Diclorometano Até 20 pg/L < 0,001
Endossulfan Até 20 pg/L < 0,001
Endrin Até 0,6 pg/L < 0,001
Etilbenzeno Até 0,2 pg/L < 0,001
Estireno Até 20 pg/L < 0,001
Glifosato Até 500 pg/L < 0,001
HePtchoro e Heptacloro Até 0,03 pg/L < 0,001
epoxido

Hexaclorobenzeno Até 1,0 pg/L < 0,001
Lindano (y-BHC) Até 2,0 pg/L < 0,001
Metolacloro Até 10 pg/L < 0,001
Metoxicloro Até 20 pg/L < 0,001
Microcistinas Até 1,0 pg/L < 0,001
Molinato Até 6,0 pg/L < 0,001
Monoclorobenzeno Até 0,12 pg/L < 0,001
Pendimetalina Até 20 pg/L < 0,001
Pentaclorofenol Ate 9,0 pg/L < 0,001
Permetrina Até 20 pg/L < 0,001
Propanil Até 20 pg/L < 0,001
Simazina Até 2,0 pg/L < 0,001
Trifluralina Até 20 pg/L < 0,001
Tetracloreto de Carbono Até 2 0 pg/L < 0,001
Tetracloroeteno Até 40 pg/L < 0,001
Tricloroeteno Até 70 pg/L < 0,001
Tricorobenzenos Até 20 pg/L < 0,001
Tolueno Até 0,17 mg/L < 0,001
Xileno Até 0,3 mg/L < 0,001

Rua Jodo Alfredo, 227 - S30 Geraldo 69053-270 - Manaus - Amazonas (92) 3233-8240 Fax: 3633-83321/%149-7697

E-mails: aguapura@internext.com.br

boechat@vivax.com.br
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Determinagdes Microbiologicas

[ Portaria 518
5 do Ministério da 2 <
Parametros Dosados Saude de Saida da Estacao de Tratamento

25/03/2004

Bactérias Heterotroficas Até 500 UFC/mL Ausente

Bactérias Coliformes

S ——————— Ausente em 100mL Ausente

Bactérias Coliformes Totais Ausente em 100mL Ausente

Microcistina Sem Referéncia Ausente
DIAGNOSTICO

Pelos resultados analiticos obtidos podemos informar que a amostra de agua
analisada, apresenta qualidade fisico-quimica e microbioldgica dentro do padrio
exigido pela Portaria N° 518 de 25/03/04 do Ministério da Salde/ANVISA, sendo agua
potavel de mesa, portanto, prépria para o consumo humano.

Equipamentos Utilizados:

Potencidmetro

Certificado de Calibragéo N° J10601/09

Turbidimetro

Certificado de Calibragao N° LO-0159/09

Espectrofotémetro de Chama FC-180 N° de Série: RW 1-145G
Certificado de Calibragdo N° RT-74106

Espectrofotémetro de Absorcéo Atdmica AA-6200 N° de Série: A30454200575
Certificado de Calibragéo N° AA008/10

Espectrémetro de Massa GCMS QP5050A N° de Série: C70184200788
Certificado de Calibracdo N° QP03/09

Metodologia

As metodologias utilizadas para as determinagdes analiticas realizadas estio
contidas no Standard Methods for the examination of Water and Wastewater 212 Ed.

Rua Joao Alfredo, 227 - S&0 Geraldo 69053-270 - Manaus - Amazonas (92) 3233-8240 Fax: 3633‘83325/%149-7697
E-mails: aguapura@internext.com.br boechat@vivax.com.br
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APENDICE A

Concentracao de cloroformio
Padrdo - CLAE y=6.37x-164.83
20000 R? = 0.9997

1500.0 -
< 1000.0 -
500.0 -

0.0 T T T T T T )

0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0
Concentragdo pg/L

Curva de calibracéo para o cloroférmio utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

janeiro/2011 y =0.0023x +0.1555
R? = 0.9883

0.8 % 298
0.6 -
0.4 -

0.2

Comprimento de onda (nm)

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentragdo de cloroférmio (ug/L)

Concentracdo do cloroféormio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de janeiro de 2011.
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Fevereiro/2011
y =0.0023x + 0.1532

1.2 4 R?2=0.9883
E
£ 11 'S
©
? oz |
o 269
3
S 0.6 -
e
(=
£ 0.4 -
5
€ 0.2 -
o
(O]

O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentragdo de cloroférmio (ug/L)

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de fevereiro de 2011.

Margo/2011 y = 0.0023x +0.151

R?=0.9857
1.2

14 *
0.8 -

0.6 1 240

0.2 -

Comprimento de onda (nm)

O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentragdo de Cloroférmio (pg/L)

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de margo de 2011.
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Maio/2011 y = 0.0024x + 0.1508

R?=0.9854

=
= N
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o
o
1

o
£
1

Comprimento de onda (nm)
o o
) o))

o

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentragdo de Cloroférmio (pg/L)

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de maio de 2011.

Junho/ 2011 v =0.0022x +0.176

R?=0.9937

636

o
= N A o
1

© o oo
N B OO

Comprimento de onda (nm)

o

0 100 200 300 400 500 600 700

Concentragio de Cloroférmio (pg/L)

Concentracdo do cloroformio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de junho de 2011.
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Julho/2011 y =0.0022x +0.17

R*=0.9932

7 550

.
N~ O
1

Comprimento de onda (nm)
© o o o
N R o 0

o

0 100 200 300 400 500 600
Concentracio de Cloroférmio (ug/L)

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua coletada da ETA Boa Vista, RR no més
de julho de 2011.

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua desionizada obtida no laboratério de
aguas da UFRR.

y = 0.0025x + 0.1084
R?=0.983

© o o ==
R (o)) 00 - N H
1 1 1 1 1 )
\4
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o
N
g

o
R 2

0 100 200 300 400 500
Cocentragdo de cloroférmio (ug/L)

Curva de calibracdo e concentracdo do cloroférmio em amostra de agua mineral A analisada
no laboratério de aguas da UFRR.
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1.4 - y =0.0025x + 0.1084
R2=0.983
- 1.2
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Cocentragdo de cloroférmio (pg/L)

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua mineral B analisada no laboratorio de
aguas da UFRR.

y =0.0025x + 0.1084
R*=0.983
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100 200 300 400 500
Cocentracdo de cloroférmio (pg/L)

o

Concentracdo do cloroférmio em amostra de agua do Rio Branco analisada no laboratério
de 4guas da UFRR.
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