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RESUMO

Introducdo: A forma mais toxica de mercurio (Hg), conhecida como metilmercdrio
(MeHg) atravessa facilmente a barreira placentaria, concentrando-se especialmente no
cerebro, inibindo o desenvolvimento cerebral do feto e retardando o crescimento
intrauterino. Por essas razdes, uma grande preocupacdo € a exposicdo de mulheres em
idade fertil a este elemento quimico. Objetivo: Avaliar a presenca de mercurio total em
gestantes de Santarém - Pard. Metodologia: As concentracdes de mercurio total (HgT)
foram analisadas em amostras de cabelos maternos, tecido placentério fetal e cordao
umbilical juntamente com aplicacdo de questionario aberto/fechado sobre habitos
alimentares. Resultados: As médias das concentracdes de HgT encontradas no cabelo
materno, corddo umbilical e tecido placentario fetal foram, respectivamente, 1,92+1,85;
0,0077+0,006 e 0,021+0,018. A média das concentracdes de HgT nos cabelos maternos
ndo mostrou correlacdo com o peso, altura e pressdo arterial das participantes. As
concentracdes de HgT no tecido do cordao umbilical e tecido placentario mostraram uma
forte correlacdo com o cabelo materno (rs=0,6335; p<0,0001; rs = 0,8604; p<0.0001,
respectivamente). A concentracdo de HgT no tecido placentario mostrou uma forte
correlacdo com o tecido do corddo umbilical (rs = 0,6718; p<0.0001). Houve correlagéo
positiva entre as concentracdes de HgT do cabelo materno com o consumo de peixe
semanal. Conclusdes: As médias das concentracBes de HgT encontradas no cabelo
materno estdo condizentes com os limites estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), as concentracGes de HgT obtidas nos tecidos do corddo umbilical e
placenta mostram que houve transmissdo vertical de HgT, logo, os resultados obtidos
sugerem que o corddo umbilical e a placenta podem ser utilizados como biomarcadores

de exposicéo fetal.

Palavras-Chave: mercurio; cabelo; cordao umbilical; gravidez; placenta.
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ABSTRACT

Introduction: The most toxic form of mercury (Hg), known as methylmercury (MeHg),
easily crosses the placental barrier, concentrating especially on the brain, inhibiting brain
development of the fetus and slowing intrauterine growth. For these reasons, a major
concern is the exposure of women of childbearing age to this chemical element. The
objective of this study was to evaluate the concentration of total mercury in pregnant
women in Santarém - Pard. Methodology: The total mercury (HgT) concentrations were
analyzed in samples of maternal hair, fetal placental tissue and umbilical cord along with
open / closed questionnaire eating habits. Results: The mean concentrations of HgT
found in maternal hair, umbilical cord and fetal placental tissue were, respectively,
1.94+1.85; 0.0077+0.006 and 0.021+0.018. The mean concentration of HgT in maternal
hair did not correlate with the participants weight, height and blood pressure.
Concentrations of HgT in umbilical cord tissue and placental tissue showed a strong
correlation with maternal hair (rs= 0.6335; p<0.0001; rs= 0.8604; p<0.0001,
respectively). The concentration of HgT in the placental tissue showed a strong
correlation with the umbilical cord tissue (rs= 0.6718; p<0.0001). There was a positive
correlation between maternal hair HgT concentrations and weekly fish consumption.
Conclusions: The mean concentrations of HgT found in maternal hair are consistent with
the limits established by the World Healthy Organization (WHO), the concentrations of
HgT obtained in umbilical cord and placenta tissues show that there was vertical
transmission of HgT, so the results obtained suggest that the umbilical cord and placenta

can be used as biomarkers of fetal exposure.

Keywords: mercury; hair; umbilical cord; pregnancy; placenta.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a atividade industrial por meio do despejo de residuos ricos em
metais pesados, expde 0 meio ambiente e a sociedade de forma gradativa. O efeito dos
metais pesados sobre a salde publica tem sido motivo de crescente preocupacao e, em
particular, os seus efeitos sobre o crescimento e o desenvolvimento humano. Durante a
gravidez, os metais pesados podem contribuir para desfechos adversos incluindo preé-
eclampsia, parto prematuro e bebés de baixo peso para a idade gestacional. O feto é
particularmente vulneravel aos efeitos dos metais pesados devido a sua alta taxa de
divisdo e diferenciacdo celular, assim, niveis relativamente baixos de exposicao que ndo
prejudiquem a mée podem ter efeito profundo sobre o desenvolvimento e crescimento
fetal (TAYLOR et al, 2014).

No meio ambiente e em sistemas bioldgicos, 0 mercurio (Hg) pode existir em trés
estados de oxidacdo: Hg (elementar), Hg inorganico (Hgl) e Hg organico. Em geral, a
forma dominante de Hg na &gua, solo e sedimentos € a forma inorganica, enquanto que a
forma mais téxica de Hg, a qual é denominada de metilmercirio (MeHg) pode ser
encontrada predominantemente na biota aquatica, biota terrestre e na atmosfera
(KEHRIG et al., 2013). De todos 0s metais contaminantes, o Hg é o Unico metal capaz de
biomagnificacdo na cadeia alimentar, ou seja, as suas concentragdes séo crescentes de
acordo com os niveis troficos das espécies, incluindo o homem. Portanto, 0 MeHg esta
presente na maioria das espécies aquaticas e sua bioacumulacdo na cadeia alimentar pode
levar a concentracdes deste elemento nos peixes predadores, crustdceos e mamiferos
marinhos (ASK et al., 2002; XUE et al., 2007).

O Hagl, principalmente na forma de sais mercuricos (HgCl., HgS) e mercurosos
(Hg2Cl,), o qual é liberado ao meio ambiente por meio de fontes naturais ou
antropogénicas, é transformado em Hg organico (ligado a radicais de carbono, por
exemplo MeHg e etilmercurio), por meio de um processo denominado metilacéo, o qual
é conduzido pela acédo de bactérias sulforredutoras, sendo o0 MeHg a sua forma mais toxica
para 0s organismos, o qual é entdo, acumulado em animais troficos superiores através da
cadeia alimentar (figura 1) (SALEHI e SARI, 2010).

A medida que o tamanho do corpo dos organismos aquaticos aumenta, a
transferéncia trofica torna-se a rota dominante para a absorc¢do e acumulagdo de MeHg.

Em todos os ecossistemas, incluindo as regides tropicais e subtropicais, a
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biomagnificacdo do MeHg na cadeia alimentar dos consumidores determina fortemente
0 seu nivel de exposicdo (MUNTHE et al., 2007).

Figura 1 - Ciclo do Hg

Emissdes antropogénicas (atividades humanas,
fabricas, garimpos, mineiragéo e etc.

Hg’+ O,(atmosférico) ——) Hg*’

Emissdes naturais (emanagdes
vulcanicas, gaseificacdo e etc.)

Hg?*
Evaséo
Deposicao seca e (evaporacao)
umida (chuva, material,
particulado e etc.)
: Hg” «—CHH

Processos erosivos J 319 C_amadas
//ék T/ Tl misturadas

Hg(ll) <= Hg,

Remocgao do
particulado

o

llustracéo: Denis Silva, 2017.

Vale ressaltar que, 0 Hg € um metal pesado ndo essencial, e tanto a sua forma
organica quanto inorganica sao bioacumulaveis. Os determinantes potenciais de
acumulacdo de Hg em peixes incluem o nivel tréfico, os habitos alimentares, alguns
fatores ambientais tais como pH e temperatura, bem como parametros bioldgicos, tais
como comprimento, peso e idade (KASPER et al., 2009). A biomagnificagdo do Hg
através das cadeias alimentares é amplamente reconhecida (COSTA et al., 2012;
KEHRIG et al., 2013; LODENIUS e MALM, 1998).

Uma vez no organismo humano, o MeHg atravessa facilmente a barreira
placentéria, concentrando-se especialmente no cérebro, inibindo o desenvolvimento
cerebral do feto e retardando o crescimento intrauterino. Por essas razdes, uma grande
preocupacao é a exposi¢do de mulheres em idade fértil e de criancas a este elemento
quimico (BJORNBERG et al., 2005; GUNDACKER et al., 2010; OSKARSSON et al.,
1994; SAKAMOTO et al., 2015).
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O feto é extremamente vulneravel aos efeitos do Hg devido a alta taxa de diviséo
e diferenciacgdo celular. Assim, os niveis de exposicao que ndo prejudicam a mae podem
ter um efeito profundo sobre o desenvolvimento do feto, bem como seu crescimento e
desenvolvimento durante a infancia (TAYLOR et al, 2012). N&o existem limites seguros
para 0s niveis de Hg durante a gravidez e a exposicdo ambiental deve ser reduzida.
Segundo Sakamoto et al (2012), a exposi¢cdo continua de Hg em criangas ndo causa
sintomas clinicos evidentes, mas tem efeitos permanentes sobre a cognicao,
comportamento e desempenho escolar, outros desfechos adversos podem incluir efeitos
sobre o crescimento, quoeficiente de inteligéncia (QI) e neurodesenvolvimento infantil.

O Hg tem sido reconhecido primariamente por seus efeitos no sistema nervoso
central, os quais puderam ser observados em eventos tragicos ocorridos no Japéo e Iraque,
por meio do consumo de peixes e grdos contaminados, respectivamente (CLARCKSON,
2002; GARDNER et al., 2010; GIBB E O LEARY, 2014). De acordo com RICE e
BARONE (2000), o 6rgdo alvo de exposicdo ao MeHg durante a gestacdo é o cérebro
fetal, especialmente o cérebro em desenvolvimento durante o terceiro trimestre. Por esta
razdo, os biomarcadores que frequentemente sdo utilizados nos mais diversos estudos da
area, como por exemplo, cabelo, sangue, unhas das méos, cordao umbilical entre outros,
terminam por refletir o nivel de exposi¢do ao MeHg no feto durante o terceiro trimestre
de gestacdo e sdo muito importantes para prever os efeitos de MeHg sobre o
desenvolvimento infantil (PAN et al., 2005; SAKAMOTO et al., 2013).

Trata-se portanto, de uma investigacdo pertinente no que tange ao fornecimento
de maiores esclarecimentos sobre os efeitos que a contaminagcdo mercurial pode
proporcionar, especialmente durante a vida intrauterina, uma vez que, no incidente grave
que ocasionou na poluicdo de MeHg em Minamata, no Japdo, mais de 20 criancas que
foram expostas ao MeHg através de suas méaes apresentaram paralisia cerebral grave,
enquanto suas mées tiveram leve ou nenhuma  manifestacdo de intoxicagédo
(SAKAMOTO et al., 2013).

Diante deste panorama, a presente pesquisa tem o seguinte problema de
investigacdo: Qual a ocorréncia de mercurio total em biomarcadores de exposi¢do pré-
natal em gestantes atendidas na cidade de Santarém — Para? Deste modo, justifica-se o
presente estudo, o qual tem seu interesse voltado para a avaliacdo da presenca de mercdrio
total em cabelos, corddo umbilical e tecido placentario de gestantes atendidas pelo
Sistema Unico de Satde — SUS- na cidade de Santarém — Para. Logo, o objetivo deste

estudo € avaliar a concentracdo de Hg total em matrizes humanas-
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FONTES NATURAIS E ANTROPOGENICAS DE Hg

Ha uma série de processos naturais que podem emitir Hg para a atmosfera. Esses
processos podem incluir atividades geoldgicas (atividades vulcanicas e emissdes
geotérmicas), volatilizagdo de Hg em ambientes marinhos, e emissdo de Hg a partir de
ambientes terrestres — eroséo e evaporacao de solos mineralizados (GUSTIN et al., 2000;
GUSTIN, 2003; NRIAGU e BECKER, 2003). Tais processos naturais sdo chamados
também de emissbes primarias, as quais consistem de emissdes a partir de areas
naturalmente enriquecidas em Hg. A compreensao entre os ciclos priméario (natural) e
secundario (industrial) € critica para a compreensao da magnitude da perturbacéo do ciclo
natural (SALIN, 2009).

As emissdes primarias de Hg vém, principalmente, dos chamados ‘“cintos
mercuriferos globais”, os quais sdo areas do planeta terra situadas ao longo das fronteiras
entre placas tectonicas. Estas regides sdo geologicamente enriquecidas em Hg, como por
exemplo, o Oeste da América do Norte, Europa Central e no Sul da China (SALIN, 2009).

Apesar da importante reducdo de emissGes antropogénicas de Hg nas ultimas trés
décadas, 0s processos antropogénicos sdo ainda responsaveis por uma proporcao
significativa de entrada global de Hg para o ambiente. Cerca de 5000-6000t de Hg é
estimada para ser langado na atmosfera a cada ano, e deste total cerca de 50% pode ser
proveniente de fontes antropogénicas (LAMBORG et al., 2002).

As emissOes antropogénicas de Hg podem ser pontuais (incineradoras de carvdo em
usinas de energia, por exemplo), bem como podem ser difusas (por exemplo, aterros
sanitarios e residuos de minas). Fontes antropogénicas de Hg especialmente em algumas
areas subdesenvolvidas, utilizaram-se de compostos de Hg em muitos processos
industriais, tais como mineracdo de ouro, producdo de cloro e alcalis, e fabricacdo de
papel e celulose (MALM,1998; GUSTIN, 2003; NELSON, 2007; PACYNA, et al.,
2010). A caracteristica mais marcante na variabilidade geoldgica de emissdo de Hg por
origem antropica € a contribuicdo dominante da minera¢do de ouro para as emissdes
globais de Hg na América do Sul, ja em escala global, a queima de combustiveis fosseis
é a principal fonte de emissdo de Hg, porém, na América do Sul, a mineragao de ouro
contribui com mais de 60% da emisséo total de Hg.
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2.2 CICLO BIOGEOQUIMICO E METILACAO DO Hg EM ECOSSISTEMAS
AQUATICOS TROPICAIS

E grande a preocupagdo com os perigos de contaminacio pelo Hg, especialmente
sua forma mais tdxica, MeHg, o qual apresenta como caminho dominante de exposi¢do a
ingestdo de peixe. Por isso, a compreensdo da ciclagem de mercario em sistemas
aquaticos é critica para andlise de risco ambiental. Os ambientes de agua doce e sistemas
marinhos sdo fontes de grande inquietacdo aos estudiosos da area, embora o ciclismo do
Hg seja diferente nesses dois ambientes (SALIN, 2009).

Do ponto de vista do seu ciclo global, o Hg é emitido para atmosfera de varias fontes
pontuais e difusas, é entdo disperso, transportado e transformado na atmosfera,
depositando-se no solo ou na &gua onde é armazenado ou redistribuido para os diferentes
compartimentos. O Hg atinge os ecossistemas de agua doce por deposicdo direta nas
superficies dos lagos e através do escoamento das bacias hidrogréficas e nos sedimentos
aquaticos, os micrébios convertem uma pequena fracdo de Hgl em MeHg, porém, a
producdo de MeHg pode ser alterada devido a estrutura e composi¢do do sedimento em
questdo, alterando dessa forma a quantidade de Hgl biodisponivel e estimulando a
atividade microbiana (SALIN, 2009).

Em sedimentos costeiros, as bactérias redutoras de sulfato sdo os principais agentes
responsaveis pela producdo de MeHg e o processo-chave que facilita a entrada de Hg em
cadeias alimentares costeiras é a metilacdo. Tal comunidade microbiana desempenha um
papel critico no ciclo biogeoquimico do Hg, influenciando a sua especiacdo quimica,
reatividade e a biodisponibilidade, tudo isso através da mediacdo de processos, tais como
a metilagdo, desmetilacdo, oxidagdo e reducdo (BARKAY et al., 2003; MERRIT e
AMIRBAHMAN, 2009; BARROCAS et al., 2010).

O Hg presente na coluna d agua é metilado através de processos bioldgicos e ndo-
bioldgicos, e o primeiro parece desempenhar o papel mais importante. As bactérias
sulfato-redutoras (SRB), as quais s&o microbios anaerdbios, mostram alta afinidade para
0 Hg em condicdo anaerobia e sdo consideradas como as principais bactérias que
promovem a metilagdo de Hg em agua doce (FLEMING, et al, 2006; AVRAMESCU et
al., 2011; ACHA, et al, 2011). No entanto, alguns pesquisadores (ZENG, eta al, 2016;
AVRAMESCU et al, 2011) mostraram que outros micrébios anaerdbios, como as

bactérias redutoras de ferro (DIRB) e as metanogénicas tambem tém a capacidade de
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metilacdo de Hg. Até agora, a maioria dos estudos anteriores foram realizados sob
condigOes experimentais totalmente artificiais e controladas, a importancia relativa do
SRB e outros micrébios para a metilacdo do Hg no ambiente natural permanece incerto
(ZENG, et al, 2016).

Segundo Fleming, et al (2006), a conversdo de Hg em MeHg ocorre em
sedimentos andxicos por meio de mecanismos nao totalmente caracterizados. Esta
concluséo baseia-se principalmente na observagdo de que os sedimentos estuarinos
conhecidos por metilagdo de Hg exdgeno néo o fizeram quando incubados em condigdes
oOxicas ou na presenca de molibdato, um inibidor que perturba o metabolismo energético
central de bactérias redutoras de sulfato. De acordo com o autor supracitado, as bactérias
sulfato-redutoras tém sido consideradas como os principais metiladores nos sedimentos
marinhos e de dgua doce, sem contribui¢do consistentemente atribuida a outros grupos
metabdlicos de bacteérias.

Organismos autotroficos e heterotréficos do circuito microbiano desempenham
papéis fundamentais na transferéncia de Hg em cadeias alimentares marinhas,
influenciando o ciclo biogeoquimico do ecossistema aquatico, bem como, sendo 0s
principais contribuintes para o ciclismo elementar e os fluxos verticais. O MeHg
dissolvido pode ser bioacumulado em até um milhdo de vezes em particulas
microscopicas, incluindo fitoplancton e bactérias, através da adsorcdo a superficies de
células na coluna de agua (GUILHERME et al., 2005). Estas particulas de MeHg
enriquecidas sdo entdo consumidos por zooplanctons, que por sua vez sao uma fonte
primaria de alimento para larvas e alguns peixes adultos (SALIN, 2009).

A acumulacdo de MeHg em procariontes (bactérias/planctons) ocasiona forte
impacto sobre a transferéncia de Hg nas cadeias alimentares aquaticas, devido ao fato de
que bactérias e planctons podem servir de alimento aos zooplanctons e pequenos peixes.
A natureza da ligagdo entre planctons e metal pode afetar significativamente a
transferéncia trofica. Devido aos seus curtos ciclos de vida, os planctons e fitoplanctons
podem responder rapidamente as mudancas ambientais na estrutura da coluna de &gua,
como também as alteragdes na qualidade da agua em sistemas aquéaticos (LINTON e
WARNER, 2003).

No ecossistema aquatico tropical brasileiro, as cianobactérias, as quais sao
importantes produtoras primarias em muitas areas do oceano, estdo associadas com a
producdo de MeHg, no entanto, mostrando baixos potenciais de metilagdo (COELHO-

SOUZA et al., 2006). O zooplancton tem a capacidade de acumular ambas as formas de
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Hg (organicas e inorganicas) a partir de alimentos ingeridos e/ou diretamente, a partir do
Hg dissolvido, as variag0es na concentracdo de MeHg em zooplanctons podem ser
melhores previstas assumindo uma dieta bacteriana, em vez de uma dieta de fitoplanctons
(GUILHERME et al., 2005; KEHRIG e MALM, 2011; COSTA et al, 2012).

Algumas variacfes na estrutura da comunidade de planctons, principalmente
zooplanctons, tém sido associados a variagdes nas concentragdes de Hg nos tecidos dos
peixes, assim, as caracteristicas fisicas e biogeoquimicas do meio aquético que afetam a
dindmica de crescimento dos fitoplanctons e zooplanctons também pode afetar a cadeia
alimentar que depende deles (COSTA et al., 2012).

A medida que o tamanho do corpo dos organismos aquaticos aumenta, a captacio
direta de MeHg dissolvido torna-se menos importante e a transferéncia trofica torna-se a
rota dominante para a absor¢do e acumulacdo de MeHg (MUNTHE et al., 2007). Em
todos os ecossistemas, incluindo as regides tropicais e subtropicais, a biomagnificacédo do
MeHg na cadeia alimentar dos consumidores determina fortemente o seu nivel de
exposicdo. Em vertebrados tropicais, baixas concentracdes de Hg sdo encontradas em
consumidores primarios, como 0 peixe-boi. As concentracbes de Hg em tartarugas
marinhas e muitos peixes, sdo de baixa a moderada e as mais altas concentracdes de
mercurio sdo encontradas em especies de nivel tréfico superior ou predadores (DAY et
al., 2010).

A maioria do Hg (> 90%) presente nos peixes € obtido por meio de sua
alimentacdo, portanto, o mercurio total (HgT) em peixes é fortemente influenciada por
concentragdes na dieta de predadores de topo porque eles tendem a alimentar-se de presas
com altas concentracdes de Hg. Os peixes normalmente tém as maiores concentragdes de
Hg em cadeias alimentares aquaticas quando em comparagdo com 0s produtores e
consumidores primarios (figura 2). Além disso, a maioria deste Hg (em torno de 90%) é
encontrado na sua forma metilada, ou seja, do HgT acumulado no musculo branco do
peixe, aproximadamente 95% dele esta na forma de MeHg (CHEN et al., 2005;
MAHAFFEY et al., 2004; KIDD et al., 2012).
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Figura 2 - Esquema da cadeia alimentar aquatica.
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O MeHg é normalmente encontrado em associacdo com tecidos protéicos, tendo
uma afinidade com proteinas portadoras de enxofre e aminoécidos tais como a cisteina
(SAKAMOTO et al., 2015). Por este motivo, as concentracdes de Hg, particularmente as
formas metiladas, sdo normalmente mais elevadas em tecidos musculares. O
particionamento de Hg nos tecidos de organismos de niveis tréficos mais baixos néo é
bem entendido. O musculo branco é o tecido mais frequentemente amostrado para Hg em
peixes, porque apresenta altissimo teor em proteinas, mas também porque é a porcao de
peixe mais consumida, tornando-o mais pertinente na tentativa de compreender exposicédo
humana devido ao consumo (PRADO-LIMA e VAL, 2016).

A biomagnificacdo de Hg através de cadeias alimentares aquaticas tem sido
estudada desde o final dos anos 1960, quando se tornou evidente que o peixe era a
principal fonte de Hg na dieta de seres humanos e pelo envenenamento que ocorreu em
areas onde a exposicdo de peixes foi evidente (por exemplo, Minamata Bay, Japdo). A
proporcdo de Hg aumenta de acordo com o nivel trofico da teia alimentar aquética. Os
estudos de campo mostram que essa propor¢do € normalmente < 20% nos produtores
priméarios, aumentando para quase 100% em predadores de topo, tais como peixes
carnivoros (OGRINC et al., 2007; MUNTHE et al., 2007).

Alguns dos desafios para a pesquisa do ciclo biogeoquimico de Hg em ambientes
tropicais costeiros sdo as condi¢cfes climaticas e ambientais extremas nos trépicos (por
exemplo, a alta temperatura; grandes flutuacGes de salinidade e turbidez entre estacOes

chuvosa e seca) e condigdes socioecondmicas diferentes, mesmo dentro do mesmo
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territorio nacional. Estas condi¢fes conduzem a elevada variabilidade em muitos aspectos
do ciclo de Hg. A pesca excessiva e excesso de poluicdo sdo graves ameacas a
biodiversidade marinha, além de espécies invasoras, alteracdo da temperatura da &gua,
acidificacdo dos oceanos (fato que aumenta a frequéncia de eventos de hipdxia), expansdo
das operac0es da aquicultura e o trafego maritimo (LACERDA e MALM, 2008).

Estes sdo fen6bmenos mundiais e estdo ameacando espécies marinhas de
importéncia ecoldgica e econdmica. As a¢les antropogénicas de entrada de Hg direto e
indireto nos tropicos precisa sofrer processo mais confiavel de identificacao,
quantificacdo e monitorizacdo. As alteracbes climaticas irdo inevitavelmente alterar
regimes de chuva e padrdes de fluxo dos rios. O desmatamento e uso da terra intensa para
o0 desenvolvimento econdémico também vai alterar as caracteristicas e servicos ecoldgicos
das bacias hidrograficas (LACERDA e MALM, 2008).

Em conjunto, tais fatores irdo provavelmente alterar os processos de ciclismo e
biodisponibilidade do Hg em é&reas costeiras. Cada uma dessas areas tem diferentes
sensibilidades a estas varias ameagas, no entanto, a poluicdo da agua é classificada como
alta na maioria dos casos. Compreender 0s impactos sinérgicos e cumulativos de Hg e
outros poluentes no ambito da mudanca ambiental devido a estes multiplos estressores é
reconhecido como um desafio para o futuro (LACERDA e MALM, 2008).

Os fatores discutidos acima sdo de grande relevancia quando se trata de
alimentacdo da populacdo amazonica, pois ainda que a alimentacdo desta populacédo seja
composta por feijdo, arroz, farinha, milharia e, as vezes, carne de boi ou galinha, o
pescado, ainda, representa a principal fonte protéica da referida populacio (SA et al,
2006). As preferéncias alimentares sdo expressas pelos alimentos mais abundantes no
ambiente local, uma vez que, entre 0s peixes citados como mais comuns e consumidos
estdo os tucunarés e cards (ciclideos), aracus (anastomideos), piranhas e pacus
(serrasalmideos), assim como os peixes lisos, incluindo o filhote, surubim e pirarara
(pimelodideos) (SILVA, 2007).

Portanto, diante desta realidade, é necessaria uma avaliacdo da saude publica em
diferentes regides da Amazonia para que seja possivel entender padrdes de exposicao e
dessa forma determinar os riscos de intoxicacdo por Hg através do consumo de peixe,
incluindo a diferenciacéo desses efeitos com outras condi¢des de salide que possam estar

presentes nessas populacdes expostas (SANTOS et al, 2000).
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2.3 BREVE HISTORICO DA DOENCA DE MINAMATA

No inicio de 1950, o acidente na baia de Minamata (localizada na provincia de
Kumamoto, Jap&o) foi o maior desastre da histéria envolvendo Hg, o que causou centenas
de mortes. Ainda hoje, sequelas decorrentes da exposicdo ao Hg afetam as novas geracgoes
da populacéo daquela regido, o qual resultou em uma doenca neuroldgica grave nomeada
como Doenca de Minamata (Figura 3). A principal via de exposicdo ao MeHg neste
incidente foi 0 consumo de peixes, crustaceos e moluscos contaminados com MeHg
(EKINO et al., 2007).

Figura 3 - Crianga com Doenca de Minamata

Fonte: TAKEUCHI et al., 1962

Na época do acidente a concentracdo média de Hg no cabelo de pacientes chegou
a surpreendentes 338,4 ppm (intervalo: 96,8-705 ppm). Os principais sintomas
verificados na época foram distarbios neuroldgicos e, apds o primeiro caso, 0 humero de
pacientes aumentou rapidamente. Mais de 2200 pessoas nos distritos de Minamata (1780
na Prefeitura de Kumamoto e 491 na provincia de Kagoshima a partir de junho de 2011)
foram certificadas como portadoras da doenca de Minamata. No distrito de Minamata,
muitos neonatos expostos ao MeHg através da placenta exibiram grave paralisia cerebral,
enquanto suas mdes tiveram leve ou nenhuma manifestacdo de envenenamento
(TAKEUCHI et al., 1962).

Este acidente foi o primeiro marco a chamar a atencdo em todo o mundo sobre 0
risco de exposicdo fetal ao MeHg. A epidemia mostrou que os fetos compreendem um
grupo de alto risco devido a elevada susceptibilidade do cérebro em desenvolvimento
para exposicdo ao MeHg, pois 0 MeHg atravessa facilmente a barreira placentéria,
acumulando-se mais no feto do que na mée (SAKAMOTO et al., 1993; SAKAMOTO et
al., 2002). Os sintomas tipicos da doenca de Minamata foram perturbacfes sensoriais,
constricdo dos campos visuais, tremores, perda auditiva e ataxia cerebelar (TAKEUCHI
etal., 1962).
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2.4 INGESTAO, ABSORCAO, DISTRIBUICAO, EFEITOS E ELIMINACAO DO Hg
ORGANICO

2.4.1 Ingestdo de MeHg

A ingestdo alimentar de peixes e frutos do mar ¢é a principal fonte de exposicao
humana ao MeHg, um toxico que pode ter sérios efeitos adversos sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso e pode provocar doencas cardiacas. A exposi¢do
ndo depende apenas da frequéncia da ingestao de peixe e o tamanho de cada refei¢do, mas
também das espécies consumidas. Segundo KHERIG et al (2006), maior acimulo de
MeHg podem ser encontradas em peixes predadores e mamiferos marinhos nos mais altos
niveis troficos por meio da biomagnificacdo do MeHg nas cadeias alimentares aquaticas.

No pescado, o Hg ¢ fixado preferencialmente no grupamento sulfidrila da proteina,
sendo acumulado principalmente como MeHg (que constitui, em média, 85% do HgT),
considerada a forma quimica mais deletéria a0 homem (BISIONOTI e JARDIM, 2004;
KITAHARA et al, 2000). Mesmo em regifes com niveis normais de Hg na 4gua, podem
ser observados niveis importantes de Hg em peixes, uma vez que incorporado a cadeia

tréfica o Hg € biomagnificado.

2.4.2 Absorcdo de MeHg

Os compostos organicos de Hg sdo bem absorvidos pelo trato gastrointestinal. O
MeHg, por exemplo, pode atingir taxas de 80 a 95% de absor¢do em adultos, quando
misturado a alimentacdo, independente de se tratar de cloreto, sulfato ou outros sais.
Estudos em animais mostram que a absor¢do independe da idade do animal (SALGADO,
2003). O MeHg unido a sulfidrilas de proteinas de peixes sofre, apds ingestdo, a acdo do
suco gastrico, originando o cloreto de MeHg. Em seres humanos expostos diariamente a
grandes quantidades de MeHg por via oral, os percentuais de HgT encontrados como Hgl
no sangue total, plasma, leite materno, figado e urina foram de 7, 22, 39, 16-40 e 73%,
respectivamente (AZEVEDO, 2003).
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2.4.3 Distribuicdo de MeHg

Apos a absorgdo do Hg, 0 mesmo caira na corrente sanguinea e sera distribuido
ao organismo. Essa distribuicdo podera chegar a um estado de equilibrio, dependendo de
fatores como: grau de oxidacdo do Hg; duracdo da exposicdo; dose; concentracdo dos
compostos de Hg nos distintos compartimentos sanguineos; afinidade do Hg com
compostos celulares e velocidade de associacdo e dissociacdo do complexo mercdrio-
proteina. No sangue, o Hg derivado dos compostos organomercuriais fixa-se, sobretudo,
a hemoglobina numa taxa significativa que pode atingir até 90%. A relacdo entre as
concentrages eritrocito/plasma para o0 MeHg é de cerca de 10 até 20. Mais de 90% do
Hg presente nos globulos vermelhos estdo na forma metilada, enquanto que no plasma,
25% do total estdo na forma inorganica (AZEVEDO, 2003).

Os compostos organomercuriais se distribuem amplamente por todo o organismo,
devido apresentarem a caracteristica de lipossolubilidade, dessa forma, sdo facilmente
carreados pela membrana plasmatica celular (STRAKA et al, 2016). De acordo com
Langford e Ferner (1999), cerca de 90% de uma dose oral de MeHg é absorvida pelo
organismo, porém, a distribuicdo deste elemento dentro do corpo é incerta.

A maior parte dos organomercuriais vai para o cérebro, figado e rins, embora
também seja detectado no epitélio da tiredide, células medulares das glandulas adrenais,
espermatozoides, epitélio pancreatico, epiderme e cristalino. A distribuicdo do MeHg no
organismo leva cerca de cinco dias para atingir um equilibrio, entdo atravessa a barreira
hematoencefalica, concentrando-se no cérebro. O transporte pelos tecidos parece ser
mediado pela formacdo de um complexo cisteina-metilmercurio (ESPANOL CANO,
2001).

De todas as formas do Hg, a forma organica é a de maior deposicéo cerebral,
podendo atingir neste 6rgdo até 98% do total absorvido. Por essa razdo, o sistema nervoso
central é o ponto critico do organismo na exposi¢cdo ao MeHg. No cérebro, o0 MeHg
deposita-se preferencialmente nas células da substancia cinzenta, residindo
principalmente na fracdo protéica do citoplasma e em pequenas quantidades no ndcleo
ligado ao &cido nucléico (AZEVEDO, 2003)

O MeHg também se une as proteinas dos ganglios espinhais e a remoc¢éo por
quelantes do Hg depositado no sistema nervoso central é mais lenta do que aquele
depositado em outros 6rgdos. No masculo, 0 Hg apresenta-se quase inteiramente sob a

forma metilada, enquanto que no figado e nos rins proporgdo consideravel mostra-se sob
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a forma inorganica. Nas células hepaticas o0 MeHg forma complexos solUveis com a
cisteina e o glutationa, os quais sdo entdo secretados na bile e reabsorvidos no trato
gastrointestinal (AZEVEDO, 2003).

2.4.4 Efeitos do Hg

O sistema nervoso central é o alvo principal do MeHg e a intoxicacdo por MeHg
se caracteriza por ataxia (perda da coordenacdo dos movimentos voluntarios), a disartria
(problemas nas articulacdes das palavras), a parestesia (perda da sensibilidade nas
extremidades das méos e pés e em torno da boca), visdo de tunel (constricdo do campo
visual) e perda da audi¢cdo. Uma contaminagao severa pode causar cegueira, coma e morte
(BAKIR et al., 1973).

Apesar dos disturbios neurolégicos estarem mais relacionados a contaminacao por
Hg organico (principalmente MeHg), alguns estudos tém demonstrado uma relagéo do
Hg inorgéanico com sintomas neuroldgicos, como a insénia. A insdnia é reconhecida entre
um dos sintomas de contaminacdo cronica do Hg ha varios anos e desde os primeiros
estudos ela vem sendo relacionada a irritabilidade, dificuldade na concentracao, perda de
memoria, apatia e baixa estima acentuada. Acredita-se que estas alteracGes no ciclo de
sono possam ser explicadas por um severo prejuizo neuropatolégico, incluindo multiplos
circuitos neurais, associados com a absor¢édo e a acdo do Hg pelo sistema nervoso central
(ROSSINI et al., 2000).

Evidéncias em um nimero grande de fontes indicam que a exposicao cronica as
concentracfes de metais pesados, incluindo o Hg, resulta em disfun¢des imunoldgicas
(ROSSINI et al., 2000). Tais disfuncdes podem gerar deficiéncias imunoregulatorias,
portanto, 0 Hg pode ser capaz de desencadear doencas imunoldgicas (como doencas
autoimunes) ou promover infeccdo crénica, além disso, existe a possibilidade de que a
disfuncéo imune possa influenciar no desenvolvimento e progresséo do cancer.

O mecanismo pelo qual os compostos de Hg atuam no sistema imune nado esta
bem esclarecido e as sequelas clinicas decorrentes da exposicdo sdo, frequentemente,
consideradas paradoxais. No entanto, estudos recentes apontam a apoptose de linfocitos
e mondcitos induzida por Hg, como tendo um papel importante na disfuncdo imune
causada por este metal (BEN-OZER et al., 2000; SHENKER et al., 2000).

Os neonatos dependem de suas maes para nutri¢do, a qual é mediada pelo fluxo

sanguineo materno e fetal da placenta, incluindo elementos essenciais, tais como selénio
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(Se), zinco (Zn), e cobre (Cu). Contudo, os neonatos também estdo expostos através de
suas mdes a elementos toxicos, como MeHg, Hg-I, chumbo e cddmio As transferéncias
de metais tdxicos de mae para feto sdo principalmente estudadas comparando-se as
concentracdes destes elementos no sangue materno, sangue do corddo umbilical ou
células vermelhas do sangue — hemaécias. Independentemente da forma quimica, o Hg
ultrapassa rapidamente a barreira placentaria e atinge o feto com concentra¢des, no
minimo, iguais as maternas, o metal tende a se acumular no tecido cerebral do feto
(NEEDHAM, et al, 2011).

A placenta € um anexo embrionario através do qual todos os nutrientes necessarios
sdo transferidos de mae para bebé. A placenta também funciona como uma barreira
desintoxicante para a passagem de substancias toxicas do feto para a mée, bem como,
também permite a passagem de elementos ndo-essenciais ao feto durante seu
desenvolvimento intrauterino (YOSHIDA, 2002; SAKAMOTO, 2013).

A transferéncia de todas as substancias do feto para a mae e
da mée para o feto depende principalmente dos processos que
facilitam o transporte destas substancias, 0s quais ocorrem em uma regido placentaria
denominada de sincisiotrofoblasto, também conhecida como barreira placentaria (figura
4). A transferéncia de elementos ocorre da placenta coribnica intacta até o
sinciotrofoblasto por meio da interagdo com 0 espaco interviloso. Este processo de
transferéncia fornece ao feto oxigénio, nutrientes e prevé a eliminacdo de residuos
metabolicos (RUDGE, et al, 2009).

O MeHg ultrapassa facilmente a barreira placentaria e atinge a circulagéo fetal,
concentrando-se principalmente no sangue e no cerebro, alguns niveis fetais de Hg podem
atingir o dobro dos encontrados em tecidos maternos, pois de acordo com Sakamoto
(2013), os eritrocitos fetais apresentam taxas de Hg até 30% superiores quando
comparadas aos eritrocitos maternos. Este gradiente de concentracdo que se estabelece
para o Hg “a favor” do feto aumenta bastante o risco de intoxicacdo fetal (YOSHIDA,

2002).



Figura 4 - Barreira Placentéria
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O transporte de MeHg para os tecidos corporais parece ser mediado pela formagéo

de um conjugado de metilmercurio-cisteina (figura 5), que € transportada para as células

através de uma proteina transportadora de aminoacido neutro (SAKAMOTO, 2015).

Figura 5 - Complexo metilmercirio-cisteina.
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Além disso, a concentracdo de MeHg no sangue fetal pode chegar até cerca de 1.6
vezes maiordo que a concentracdo de MeHg da mée devido o transporte ativo deste metal
através da placenta, deste modo, os fetos sdo reconhecidos como o grupo de maior risco
para intoxicacdo ao MeHg. Outros fatores que influenciam na transferéncia placentaria
de MeHg séo a relacdo entre a contagem de eritrocitos, as concentraces de hemoglobina
e a afinidade de ligacdo da hemoglobina com 0 MeHg (SAKAMOTO, 2015).

Jin et al., (2016) relataram em sua recente pesquisa que a exposic¢ao pré-natal ao
MeHg pode induzir a defeitos no tubo neural (DFTN), malformacdes vertebrais ou até
mesmo promover a diminuicdo da proliferacdo de células no interior dos tubos neurais
embrionarios em modelos animais. Em altas concentracGes, 0 MeHg pode atravessar a
placenta e inibir o desenvolvimento placentéario e a diferenciacdo dos vasos sanguineos,
evidenciando o fato de que os niveis de exposicdo mais elevado de MeHg estdo
associados a um risco elevado de DFTN na provincia de Shanxi, na China.

A concentracao de Hg no tecido do corddo umbilical foi usada como um indicador
dos efeitos da exposicéo fetal ao MeHg (GRANDJEAN et al., 2005). O HgT encontrado
no tecido do corddo umbilical tém fortes correlagdes com os niveis de HgT encontrados
no sangue fetal (SAKAMOTO et al., 2007). Gracas ao tradicional costume japonés de
preservacdo do tecido do corddo umbilical no momento do nascimento, este tecido do
corddo preservado é Util para estimar a exposicdo ao MeHg passado. Praticamente, a
concentracdo de MeHg preservado em corddes umbilicais tem sido utilizada como um
biomarcador para a exposicdo a este metal no distrito de Minamata (SAKAMOTO, 2010).

O risco de exposicdo do feto ao MeHg é muito alto, no entanto, o
0s niveis de Hg no sangue de criangas diminuiu drasticamente durante a amamentag&o,
tanto em animais quanto em humanos. Pacientes fetais nascidos com a Doenca de
Minamata durante a grave poluicdo de MeHg entre os anos de 1955-1959, exibiram
retardo mental, permanéncia de reflexos primitivos, ataxia cerebelar, distlrbios no
crescimento fisico, disartria, e deformidades nos membros semelhantes aos sintomas de
paralisia cerebral (TAKEUCHI, 1962).

Diferentemente dos pacientes adultos com a doenca de Minamata, os pacientes
que apresentaram o tipo fetal da doenca revelaram degeneracdo neuronal grave
generalizada no sistema nervoso central, como mostrado na figura 6, além de sintomas
semelhantes aos da paralisia cerebral. Nos casos em adultos, a degeneragé@o neuronal foi

observada principalmente no cortex cerebral (lobos parietal, occipital e temporal),
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cerebelo e nervos periféricos e mostrou como principais sintomas perturbagdes sensoriais,
ataxia cerebelar, constricdo dos campos visuais e deficiéncia auditiva, refletindo o lugar
onde os nervos foram danificados (TAKEUCHI, 1962).

Figura 6 - Comparacdo entre a distribuicdo de lesdes na Doenca de
Minamata no adulto (a) e no feto (b).

Cérebro Fetal

Fonte: Adaptado de Liu et al, 2012,

2.4.5 Eliminacdo de Hg

O Hg ¢é eliminado do organismo humano pelos rins, figado (via bile), mucosa
intestinal, glandulas sudoriparas e salivares, pele e leite. As vias urinaria e fecal sdo as
mais importantes vias de eliminacdo, pois do total absorvido, cerca de 90% ¢é eliminado
na forma inorganica pelas fezes e o restante pela urina. Dois processos estdo envolvidos
na eliminacdo: a excrecdo biliar do MeHg e a excrecdo pela esfoliacdo das células
epiteliais intestinais, movendo o Hg pelo lumen intestinal. Parte do MeHg eliminado pela
bile no intestino é reabsorvido para a corrente sanguinea, este processo € determinante
para a sua lenta eliminacdo, dando lugar a acumulacéo elevada, e parte serve de substrato
a microflora intestinal que o converte em Hgl. A maior parte do Hg absorvido ¢ eliminada
de 60 a 70 dias, contudo, tracos podem ser detectados no organismo por meses ou anos
(AZEVEDO, 2003).
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2.5 MARCADORES BIOLOGICOS

As exposicdes ao Hg podem ser estimadas atraves de sua medicdo em varios
tecidos corporais, entre eles cabelo, sangue, corddo umbilical, urina, leite humano e unhas
das maos e dos pés (WHO/UNEP, 2008). Esses tecidos, também conhecidos como
marcadores biolégicos ou biomarcadores, sdo instrumentos Uteis para a avaliacdo da
exposicdo humana. Sdo considerados como indices sensiveis da exposi¢do do individuo
ao Hg, fornecendo uma medida da dose interna, que pode ser usada para avaliar a
probabilidade de efeitos adversos & satude e melhorar os diagndsticos clinicos. Estes
biomarcadores sdo Uteis como ferramentas de vigilancia para monitorar a exposi¢ao ao
Hg (WHO/UNEP, 2008).

Na atualidade, as seguintes matrizes podem ser utilizadas como biomarcadores
para a exposicdo ao Hg em seres humanos: sangue; tecido do corddo umbilical; cabelo;
urina; leite humano e unhas das maos e/ou dos pés. A maioria destes podem ser recolhidos
de forma ndo invasiva (exceto sangue), e as amostras podem ser armazenadas facilmente.
Na presente pesquisa foram utilizados como biomarcadores cabelos, tecido do cordao

umbilical e tecido placentério.

2.5.1 Cabelo

Para avaliacOes de exposicdo, o cabelo possui grande potencial para a
identificacdo da contaminacdo e intoxicacdo de populagdes expostas ao MeHg via
ingestdo de pescado. Uma vez absorvido, 0 MeHg acessa o foliculo capilar por meio do
sangue que irriga a raiz do cabelo, concluindo-se, portanto, que a concentracdo de Hg no
cabelo apresente uma razdo direta com a concentracdo de Hg no sangue, refletindo sua
carga corporal. Desta forma nédo é s6 possivel estimar a carga corporal de um individuo,
mas também conhecendo a taxa de crescimento do cabelo, é possivel por meio de analise
longitudinal do mesmo, estimar a carga corporal de Hg nos meses passados (ZAREBA et
al., 2008).

O cabelo tem afinidade ao MeHg durante a sua formacéo e mostra uma relagéo
direta com os niveis de Hg no sangue, proporcionando um metodo preciso e confiavel
para medir os niveis de MeHg no corpo. O sangue pode ser usado para documentar a
exposicdo a curto prazo do MeHg e fornece informagdes diferentes quando comparado

ao cabelo. O cabelo é a escolha preferida para muitos estudos, uma vez que fornece uma



32

amostra simples, integradora e ndo invasiva para estimar a exposicdo média de longo
prazo. Uma vez incorporado no cabelo, o Hg nédo retorna ao sangue, portanto, fornece um
bom marcador de longo prazo de exposicdo ao MeHg (WHO/UNEP, 2008).

Os mecanismos de transporte de MeHg e incorporagdo do mesmo no cabelo nédo
foram estudados extensivamente, os estudos de transporte de MeHg e acumulagéo nas
células endoteliais da barreira sangue-cérebro e a secrecdo a partir de células do figado,
demonstraram que a captacdo do Hg é realizada através das membranas celulares por
meio de um complexo de pequena massa molecular que contém moléculas de tiol
enddgeno. Especificamente, 0 MeHg entra nas células por meio de um complexo de
aminoacido L-cisteina e sai das células por meio de um complexo com glutationa reduzida
(ZAREBA et al., 2008).

A estrutura do complexo MeHg-cisteina é suficientemente semelhante a do
aminoacido neutro, metionina. Embora este mecanismo de transporte ndo tenha sido
demonstrado especificamente para absor¢cdo de MeHg nos queratindcitos do foliculo
piloso, é provavel que seja o principal caminho, se ndo o Unico, pois tal mecanismo ¢
universalmente presente em todos as células de mamiferos que realizam a sintese de
proteinas, uma atividade que é particularmente alta no foliculo piloso (ZAREBA et al.,
2008). A estrutura do cabelo depende da etnia e idade, e isso pode afetar a incorporacao
de Hg, bem como a cor do cabelo também parece desempenhar um papel importante. O
Hg total no cabelo é cerca de 250 a 300 vezes maior do que a concentracdo de Hg no
sangue no momento em que o cabelo é formado (SAKAMOTO et al, 2004).

O nivel normal de Hg no cabelo é de 1-2 ug/g (WHO/UNEP, 2008), mas 0s
individuos que consomem peixe uma ou mais vezes por dia podem ter niveis de Hg no
cabelo superior a 10 pg/g (WHO/UNEP, 2008). O MeHg geralmente constitui pelo menos
80% do HgT analisado no cabelo entre os consumidores de peixe. Portanto, 0 Hg do
cabelo é um biomarcador muito bom para 0 MeHg e é freqlientemente usado para
caracterizar as exposi¢oes ao MeHg. O cabelo cresce aproximadamente 1 cm por més e
pode ser avaliado ao longo do eixo para fornecer um perfil de exposi¢do ao longo do
tempo, as exposic¢Oes anteriores permanecem inalteradas por até 11 anos (McDOWELL
et al., 2004).
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2.5.2 Corddo Umbilical

O corddo umbilical € um componente importante da placenta que comeca a se
desenvolver na quinta semana pos-menstrual, quando uma ponte de tecido mesenquimal
condensa entre a superficie ventral do embrido e do corion, formando a haste de conexdo
entre ambos (PROCTOR et al., 2013). Por se tratar de uma ligacao entre a placenta e o
feto, o corddo umbilical é responsavel pelo fluxo sanguineo materno-fetal, fornecendo ao
feto oxigénio e nutrientes que garantem seu crescimento e desenvolvimento durante a
gestacdo (BARBIERI et al., 2011).

O cordd@o umbilical possui uma estrutura helicoidal, composto por duas artérias e
uma veia, que séo rodeadas pela geleia de Wharton, por um tecido poroso conjuntivo e
por uma camada externa de célula Unica de amnio. Os vasos umbilicais diferem na
estrutura e na fungdo, em compara¢do com 0s vasos principais do corpo, as duas artérias
umbilicais se encontram em volta da veia numa forma helicoidal e o sangue flui de um
modo pulsatil do feto para placenta através das artérias e da placenta para o feto através
da veia umbilical (WANG et al., 2004; FILIZ et al., 2011).

O tecido do cord&o pode ser considerado como uma amostra de biomarcador e foi
utilizado nos estudos originais em Minamata e atualmente tem sido citados em varios
estudos da area (GRANDJEAN et al, 2005; SAKAMOTO et al, 2007; SAKAMOTO et
al, 2010; SAKAMOTO et al, 2013; KIM et al, 2015; SAKAMOTO et al, 2016) . Em
particular, quando expresso em relacdo ao peso seco do tecido, a concentracdo de Hg do
cordéo correlacionou-se muito bem com a do sangue do corddo umbilical, é possivel dizer
que a concentracdo de Hg de corddao umbilical foi quase tdo boa preditora de déficits
neuropsicoldgicos associados ao MeHg aos 7 anos de idade quanto a concentracdo de Hg
no corddao umbilical (SAKAMOTO et al, 2013).

Uma anélise recente de estudos utilizando o corddo umbilical como biomarcador
para avaliacdo da exposicao revelou que a concentragdo de Hg no corddo umbilical parece
ser um biomarcador direto do feto (NEEDHAM, et al, 2011; SAKAMOTO et al, 2016),
a analise do Hg do corddo umbilical pode, portanto, ser usada como uma medida valida
da exposicdo pré-natal ao MeHg, mas deve ser considerado um ajuste apropriado para a
imprecisdao (WHO/UNEP, 2008).
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2.5.3 Placenta

No estudo de Sakamoto et al. (2013), foi feita a comparagéo entre a transferéncia
de alguns elementos de mae para feto durante a gestacdo comparando os perfis dos
elementos entre o tecido coriénico placentario e do tecido do corddo umbilical. Os niveis
de MeHg encontrados no tecido placentario e também no tecido do corddo umbilical
revelam que a transferéncia de MeHg via vertical é presente e o tecido placentério
também pode ser usado como biomarcador para analise de Hg. Tanto a placenta quanto o
tecido do corddo umbilical foram 6timos biomarcadores para avaliar concentragdes de
MeHg em recém-nascidos. Sobre o estudo de Sakamoto et al (2013), as concentragdes de
MeHg na placenta apresentaram fortes correlagdes com aquelas de Hg Total (HgT) no
corddo umbilical.

Esses resultados mostram que, ao contrario dos outros elementos, o HgT é
distribuido igualmente entre os tecidos, implicando que tanto a placenta quanto o tecido
do cordao podem ser utilizados como biomarcadores para exposi¢do pré-natal de MeHg
em mades e recém-nascidos. Alguns estudos mostram que o tecido coriénico placentario
pode ser utilizado como potente biomarcador para exposicao pré-natal de Hg (IYENGA
e RAPP, 2001; GRANDJEAN et al, 2005; KOZIKOWSKA, 2013; GILMAN, et.al,2015).

2.6 MERCURIO E CONSUMO DE PEIXE NA REGIAO AMAZONICA

Os primeiros registros da garimpagem de ouro na Amazonia remontam ao seculo
XVIII. Essa atividade intensificou-se na década de 70 do século XX, com a construgédo
das rodovias Transamazonica e Cuiaba- Santarém. Até a segunda metade desta década, a
lavra garimpeira na Amazonia era apoiada em equipamentos rudimentares como pas e
picaretas. A Bacia do Rio Tapajos, principal tributario do Amazonas, foi responsavel na
década de 80 por cerca de 50% do ouro produzido no Brasil, com a maior concentracdo
de garimpos localizados nos municipios de Itaituba e Jacareacanga (SA et al, 2006).

As emissbes de Hg por meio de operagdes informais de mineragdo de ouro
representam um sério problema ambiental nos paises em desenvolvimento. Na Amazonia,
cerca de 70 a 170 t de Hg séo descarregados anualmente e a extensdo da contaminagéo
da biota é ainda mais difundida. Durante séculos, a capacidade exibida pelo Hg para

formar amalgama com ouro levou as pessoas a usar Hg para extrair o metal precioso por
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meio da préatica artesanal de mineracdo em pequena escala onde o Hg foi e ainda hoje é
usado para formacgdo de amalgamas. Este processo de mineracdo envolve as seguintes
etapas: 0 minério molhado (ou lama ou concentrado de minério) é misturado com Hg
metalico (liquido - Hg®), o Hg®, por sua vez, se liga quimicamente com 0 ouro ou a prata
presente na lama, a lama restante é lavada deixando um “Hg-ouro” ou “Hg-prata” em
forma de amélgama e rejeitos contaminados. O amélgama € entdo aquecido em varias
fases para liberar o Hg, com niveis crescentes de pureza do ouro ou da prata
(WHO/UNEP, 2008).

Diante desta realidade, os mineiros artesanais sao geralmente os mais diretamente
expostos, seja por manipulacdo direta ou por respirar os vapores de Hg gerados durante a
queima do amalgama de “Hg-ouro”. No entanto, em muitos casos, a separacgao de calor
do ouro é realizada em casas, ou em outros locais perto de membros da familia e outras
pessoas, expondo esses e outros individuos a niveis elevados de Hg gasoso
(WHO/UNEP, 2008).

Vale ressaltar que nos Ultimos anos, houve retracdo da atividade causada pela
exaustdo dos depositos aluvionares e por dificuldades tecnoldgicas na exploracdo dos
dep6sitos primarios de ouro (SA, et al, 2006). Porém, apesar desta diminuic&o, ainda hoje
sdo despejadas cerca de 100 toneladas de Hg utilizados nos garimpos de ouro da
Amazonia (dos quais muitos ainda sdo clandestinos). Entretanto, outras atividades
humanas que sdo capazes de liberar o metal no meio ambiente foram aumentando,
gradualmente, nos ultimos anos, como o desmatamento, as queimadas, as barragens e a
construcdo de hidrelétrica. Tais fendmenos podem ter contribuido para a exposi¢do
ocupacional e ambiental ao Hg na regido amazénica (PINHEIRO, et al, 2000).

Em associacdo com estas atividades de mineracdo, tem havido um importante
desmatamento realizado pela populacdo amazébnica para o desenvolvimento da
agricultura. O Hg lancado no ecossistema aquatico, proveniente das atividades minerais
e a lixiviacdo dos solos ap6s o desmatamento, sdo considerados os principais fatores para
a contaminacdo deste ecossistema. Estudos conduzidos na regido do rio Tapajos
(PINHEIRO et al, 2000; WASSERMAN et al, 2001; BRABO et al, 2003; SA et al, 2006;
FONSECA et al, 2007), considerado o maior afluente do rio Amazonas, mostram que 0
Hg esta presente em todos os compartimentos do meio ambiente. O processo de
biotransformacéao do Hg inorganico em MeHg nos ambientes aquéticos € bem conhecido
0 que torna viavel a exposicdo e contaminacdo humana pelo consumo de peixes
contaminados (ROULET et al., 1998).
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Logo, os impactos do desmatamento em grande escala nos ecossistemas sdo
numerosos. Em ambientes tropicais, a camada de solo organica-rica naturalmente mantida
em lugar por raizes de arvore, é frequentemente erodida durante chuvas sazonais. O Hg
acumulado nestes solos devido a deposicdo atmosférica também € lavado para rios e
lagos. Segundo alguns autores (ROULET et al., 2000; CARMOUZE et al., 2001), essa
fonte de carga de Hg para os ecossistemas aquéaticos pode ser de maior importancia em
algumas regides, uma vez que, populagdes que consomem peixes de dgua impactadas
pelo desmatamento podem estar em risco de exposic¢do ao Hg. Portanto, essas populacdes
podem ser uma prioridade para avaliacdes locais aprofundadas (WHO/UNEP, 2008).

O Estado do Para tem uma area de 10 milhdes de hectares e, esta entre os estados
gue mais extraem ouro na regido amazoénica, possuindo a maior &rea e maior nimero de
locais de garimpo (LIMA et al., 2000) e a regido do Tapajos € formada por muitos
povoados tipicos da Amazonia, na forma de vilas e aglomerados rurais, localizados as
margens do rio. Essas comunidades ribeirinhas possuem caracteristicas semelhantes,
quanto aos aspectos demograficos, de salde, saneamento e habitos culturais. A
alimentacdo é composta por feijdo, arroz, farinha, milharia e, as vezes, carne de boi ou
galinha, mas o pescado, ainda, representa a principal fonte protéica dessas populacdes
(SA et al, 2006).

O municipio de Santarém € o segundo mais importante no Estado do Para e esta
localizado na regido oeste do Estado, com uma area de 26.522 km? e uma populacéo
estimada de 292.520 habitantes (IBGE, 2015). Este municipio é atravessado por seis rios
importantes: Amazonas, Tapajés, Arapiuns, Curud- una, Moju e Mojui e o clima
dominante na area é quente e Umido, tipico de areas com florestas tropicais, sem grandes
variacdes de temperatura (LIMA et al., 2000).

Os principais peixes que influenciam grandemente o rendimento ictiologico de
Santarém sdo o Pirarucu, Tambaqui, Curimatd, Acari, Dourada, Tucunaré e Surubim. A
producdo e parcialmente consumida no municipio; o restante é exportado para varias
outras localidades, tais como Belém, Abaetetuba e outros, assim como as cidades de
Fortaleza, Manaus, Brasilia e Sdo Paulo (LIMA et al., 2000).

Na maioria dos estudos sobre exposi¢do humana ao Hg na regido Amazoénica, um
dos aspectos mais importantes evidenciados € o consumo de peixe pela populagéo, visto
que este representa a principal fonte de entrada do elemento no organismo. A ingestdo

continua de peixe em taxas maiores que a capacidade do organismo em excretar o Hg
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pode causar seu acimulo no organismo, provocando efeitos nocivos (HIGHTOWER e
MOORE, 2003).

Considerando apenas a entrada de Hg e mantendo a saida fixa, a concentracdo de
Hg no organismo vai depender da concentracdo no peixe e da taxa de ingestdo. O MeHg
possui uma meia vida de aproximadamente 70 dias no organismo humano, o que significa
que o organismo se auto depura do Hg ingerido. Portanto, as concentracdes de mercurio
no organismo vdo depender do balango entre a entrada e a saida desse elemento
(HIGHTOWER e MOORE, 2003).

O peixe pode acumular MeHg em seus tecidos, onde torna-se fortemente ligado
devido sua alta afinidade as proteinas presentes no musculo branco do peixe, tal
acumulacdo € variavel de acordo com a espécie e 0 MeHg néo é removido dos tecidos do
peixe por qualquer método préatico de coc¢do, podendo ser absorvido pelo sangue corrente
em média de 95% quando consumido. O MeHg é absorvido por todos os tecidos do corpo,
com uma fase inicial de distribuicdo de 1-2 dias ap6s uma dose Unica, é
predominantemente excretado nas fezes, mas também na urina e suor (HIGHTOWER e
MOORE, 2003; MERGLER et al., 2007).

2.7 NIVEIS DE TOLERANCIA AO Hg

No Brasil, o limite de tolerancia de Hg em pescado foi fixado em 0,5mg/kg para
espécie ndo-predadora e 1,0 mg/kg para espécie predadora. Em alguns paises da Europa
(como Alemanha, Finlandia, Suécia), na Nova Zelandia e nos Estados Unidos, o valor
limite permitido € de 1,0mg/kg. No Japéo o limite é de 0,4mg/kg, na Australia, Israel,
Noruega, Suica e Tailandia é de 0,5 mg/kg e na Italia de 0,7mg/kg. Mesmo que 0s
alimentos sejam submetidos a salga, defumacéo ou tratamentos com &cidos fracos, nao
apresentam alteracdo na quantidade de HgT. Por outro lado, alguns estudos mostraram
perda de aproximadamente 30% do teor de Hg apos fritura ou coccdo (JHONSTON e
SAVAGE, 1991; BISINOTI e JARDIM, 2004).

O nivel normal de Hg para o cabelo é de 1-2 ppm — partes por milhdo - (ou 1-2
pg/g), mas as pessoas que consomem peixe uma ou mais vezes por dia podem ter niveis
de Hg no cabelo superior a 10ppm. O nivel normal de referéncia da Organizagcdo Mundial
de Saude — OMS, corresponde a 1-2ppm de Hg nos cabelos para pessoas com baixo
consumo de peixe. O MeHg geralmente constitui pelo menos 80% do HgT analisado no

cabelo entre os consumidores de peixe. Segundo relatérios da OMS os niveis de
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exposi¢ao de Hg correspondentes a 50ug/g do cabelo estavam associados a um risco de
5% de alteragdes neuroldgicas em adultos (WHO/UNEP, 2008).

Os niveis de ingestao toleraveis de MeHg para as mulheres gravidas séo decididos
por autoridades competentes tendo em conta fatores de seguranca fetais. A autoridade
européia de seguranca em alimentos — EFSA (2012), assegura que o periodo pré-natal é
a fase mais sensivel do ciclo de vida para os efeitos de desenvolvimento neuroldgico do
feto. Com isso, a exposicdo alimentar foi calculada separadamente para mulheres em
idade fértil, os dados de consumo para as mulheres com idade entre 18 - 45 anos
disponiveis foram combinados com niveis de concentracdo de MeHg e ndo houve
diferencas significativas nesta subpopulagédo em comparacdo com os adultos em geral.

Individuos com doencas do figado, rins, nervos, pulmdes, insuficiéncia dietética
de zinco, glutationa, antioxidantes ou selénio e aqueles que estdo desnutridos podem ser
mais sensiveis aos efeitos toxicos do envenenamento por Hg devido a diminuicdo da
capacidade dessas substancias para proteger contra a toxicidade do Hg, logo, tais
populagdes estdo mais expostas a esta contaminacdo (NRC, 2000).

Outras subpopulacdes podem estar em maior risco de toxicidade por Hg devido
estarem expostas a maiores niveis de MeHg por meio do consumo de peixes e mariscos
(como os cidadaos asiaticos que consomem grandes quantidades de peixe e mamiferos
marinhos em quando comparados com outras regides). Assim como as populactes
indigenas que consomem grandes quantidades de peixes também podem estar expostas a
niveis elevados de MeHg (NRC, 2000).

Os pescadores recreativos e 0s pescadores de subsisténcia que consomem com
freqUéncia peixes capturados localmente a partir de corpos de dgua expostos ao Hg ou
gue consomem espécies oceanicas predadoras de longa vida (como tubardo) podem ser
expostos ao MeHg a niveis mais elevados do que individuos que consomem quantidades
semelhantes ou menores de peixes. No geral, a exposicdo ao MeHg sera maior entre as
pessoas que comem regularmente peixe e outros produtos do mar em comparagao com
aqueles que apenas ocasionalmente ou nunca comer peixe ou outros produtos do mar
(NRC, 2000; WHO/UNEP, 2008)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a presenca de mercdrio total (HgT) em gestantes de Santarém - Para.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar as concentrac6es de HgT em cabelos maternos, corddes umbilicais e tecidos
placentarios fetais;

Correlacionar as concentracdes de HgT do corddo umbilical com as concentracOes de

HgT dos cabelos maternos;

Correlacionar as concentragfes de HgT do tecido placentario fetal com as concentracdes

de HgT dos cabelos maternos;

Correlacionar as concentracfes de HgT de tecido placentario fetal com o HgT no corddo

umbilical;

Correlacionar as concentracdes de HgT das voluntarias com peso, altura e pressao arterial.

Correlacionar as concentracfes de HgT das voluntarias com a frequéncia de consumo de

peixe;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Submissdo ao Conselho de Etica

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade do Estado do Para (UEPA-CAMPUS XIl) sob protocolo de autorizacdo n°
1.358.319. Somente apds a aprovacdo do CEP/UEPA (ANEXO 3), obtencdo da autorizacao da
Secretaria Municipal de Saude de Santarém (ANEXO 4), autorizacdo formal do Programa de
Pds-Graduacdo em Biociéncias (ANEXO 5) e aceite do orientador da pesquisa (ANEXO 6) o
método de coleta de dados foi iniciado.

O presente estudo foi desenvolvido seguindo as emendas da declaragéo de Helsinque
(1964) revisada em 1996, Codigo de Nuremberg (1947) e respeitando as Normas do Conselho
Nacional de Salde sobre pesquisa envolvendo seres humanos (Res. CNS 466/12). Os principios
de autonomia, beneficéncia, ndo maledicéncia, justica e equidade foram respeitados.

As voluntarias foram selecionadas respeitando-se os critérios de inclusdo e exclusao
deste estudo e foram explicados todos os procedimentos da pesquisa (duracdo, objetivos,
método, riscos e beneficios), aquelas que aceitaram participar do estudo assinaram o TCLE.
Apbs as devidas orientacdes foram coletadas as amostras necessarias (cabelos maternos, unhas
maternas, corddo umbilical e parte fetal do tecido placentario) e aplicado os questionarios,
sendo esta metodologia executada somente naquelas que assinaram o TCLE.

Foi assegurada a liberdade de retirar o consentimento, em qualquer fase da pesquisa,
sem qualquer penalizacdo ou prejuizo. Bem como a ndo divulgacdo das identidades e o uso
restrito dos dados para fins de pesquisa. Os questionarios aplicados serdo arquivados pela
pesquisadora e serdo incinerados e apagados de seus bancos de dados pela mesma apds 05 anos

de finalizada a pesquisa.

4.2 Caracterizacao do Estudo

A pesquisa desenvolvida caracteriza-se como uma investigacdo observacional,
qualitativa/quantitativa de carater analitico e exploratdrio. Quanto aos seus procedimentos
técnicos, pode ser classificada como uma pesquisa bibliografica e laboratorial. Quanto ao seu
desenvolvimento no tempo, trata-se de um estudo transversal, uma vez que sera realizado em
um espaco de tempo pontual (FONTELES, 2012).
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4.3 Caracterizacao do local do estudo

4.3.1 Cidade de Santarém

O municipio de Santarém-PA pertence a mesorregido do Baixo Amazonas e
microrregido Santarém, localizado no estado do Par4, regido norte do Brasil. Apresenta como
coordenadas geograficas: latitude - 02° 26' 35" S; longitude - 54° 42' 30" W e altitude de 51m.
Tem uma populacdo de 292.520 mil habitantes, com area geogréafica de 24.422,5 Km2 banhada
pelos rios Tapajos e Amazonas (IBGE, 2015). O indice de Desenvolvimento Humano (IDH)
de Santarém no ano de 2013 foi 0,691, estando a frente de cidades como Altamira, Castanhal,

Itaituba e Maraba.

4.4 Universo e Amostra (Critérios de Inclusao e Excluséo)

As voluntarias desta pesquisa foram 45 gestantes com idade entre 18 e 43 anos atendidas
pelo Sistema Unico de Salde na cidade de Santarém-Para. Na primeira etapa do projeto foi
realizada a sensibilizacdo da direcdo do Hospital Municipal de Santarém (HMS), para a
obtencdo de autorizacao formal para a realizacdo das coletas das amostras de cabelo materno,
placenta e corddo umbilical (ANEXO 1). A selecdo das amostras ocorreu por conveniéncia,
as voluntarias que tinham interesse de participar e aceitaram assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) puderam compor a amostra (APENDICE 1).
Além disso, estas deveriam corresponder aos critérios de inclusdo e ndo apresentar os de

exclusdo que estdo descritos abaixo:

e Critérios de Incluséo
Ter idade entre 18 e 45 anos;
Aceitar a coleta de cabelos, corddo umbilical e placenta da mesma participante;
Ser isenta de tratamentos capilares (tinturas, permanentes) por pelo menos 6 meses
antes da participagdo na pesquisa;
Gestantes submetidas a partos fisiologicos (partos normais);
Esteja no periodo de gestacdo a termo;

Na&o ser tabagista;
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e Critérios de Exclusao
Ter utilizado produtos quimicos (tinturas/permanentes) durante a gestacao;
Apresentar cabelos de comprimento incompativel com a coleta;
Gestantes submetidas a partos cesareos;
Gestacao pre-termo;
Ser tabagista;
Ser soropositiva;
Ser indigena;

4.5 Periodo da Pesquisa

A pesquisa iniciou-se a partir do momento de aprovacdo da Secretaria Municipal de
Saude de Santarém - SEMSA (ANEXO 4) e do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Estado do Pard (CEP/UEPA) (ANEXO 3), juntamente com autorizacdo formal da direcédo
administrativa do HMS (ANEXO 1). A coleta dos dados ocorreu entre 0s meses de maio a julho
de 2016, durante os periodos matutino, vespertino e noturno, sendo as coletas realizadas na sala
de pré-parto, sala de parto e enfermarias do setor de obstetricia do HMS. Posteriormente, 0
material bioldgico foi analisado no Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia Experimental —
LAbBBEX, nas dependéncias da Universidade Federal do Oeste do Pard (UFOPA), campus
Santarem (ANEXO 2).

4.6 Método de Coleta de Dados

Apos explicacdo do projeto, através de comunicacdo individual e exposicdo do TCLE,
cada voluntaria apds concordancia e assinatura do termo, respondeu ao questionario
(APENDICE 2) para coletas de informacBes importantes para a discussdo dos resultados a
serem obtidos. Este estudo coletou amostras de cabelos maternos, corddo umbilical e tecido
placentario fetal de gestantes doadoras que utilizaram o Sistema Unico de Sadde da cidade de
Santarem — Pard. Além disso, foi realizada medicdo de peso, altura e pressao arterial das

participantes da pesquisa.
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4.6.1 Aplicacdo de Questionario:

Algumas informacbes que compdem esse estudo foram registradas em questionario
especifico de frequéncia alimentar (FFQ), incluindo informacdes detalhadas sobre o consumo
de diferentes espécies de peixes que refletiam a ingestdo média durante o periodo gestacional.
(APENDICE 2), o qual é constituido dos seguintes campos: Identificacio - dados da gestante
(nome, idade, endereco, estado civil, ocupacdo, peso, altura, pressdo arterial, etc.),
caracteristicas familiares como doencas pregressas, tipo de consumo de agua e por fim, habitos
alimentares maternos (consumo de peixe, frutas entre outros). Para maior fidedignidade as
respostas quanto aos habitos alimentares das participantes, foram utilizadas réplicas de silicone
mimetizando postas de peixes em pesos de 50 e 100g (figura 7). As informacGes foram obtidas
nas enfermarias do setor de obstetricia do Hospital Municipal de Santarém entre os meses de

maio a julho de 2016.

Figura 7 - Postas de peixe confeccionadas em silicone

Fonte: Autora, 2016.

4.6.2 Coleta de cabelos:

Este procedimento justifica-se pelo fato do Hg ingerido pelos humanos ser eliminado
nos cabelos, sendo este um excelente biomonitor das concentra¢@es das formas quimicas de Hg
em humanos. O Hg do cabelo é predominantemente encontrado na forma de MeHg, o qual
constitui cerca de 80-98% do Hg total do cabelo. Geralmente, a concentracdo de Hg no cabelo
¢ 250-300 vezes maior do que no sangue (SAKAMOTO et al, 2015). Amostras de
aproximadamente 20-30 fios de cabelos maternos foram retirados, com auxilio de tesoura

romba curva da porgdo occipital da cabeca, sendo estes cabelos retirados das camadas mais
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internas, visando reduzir ao minimo possiveis problemas estéticos. A tesoura utilizada foi
previamente descontaminada com alcool a 70% a cada coleta.

Os cabelos foram cortados junto ao couro cabeludo na regido occipital da cabega (figura
8), demarcados com etiqueta autoadesiva para identificacdo do primeiro segmento capilar
(figura 9) e posteriormente, acondicionados em envelopes de papel munidos de identificacao.
Na presente pesquisa foram analisados os primeiros 3 centimetros do cabelo coletado, conforme
protocolo sugerido em SAKAMOTO et al (2015), correspondendo ao Hg eliminado mais
recentemente. Essas amostras foram analisadas em duplicata no LAbBBEX/UFOPA, para

determinacéo de Hg total em analisador por decomposicao termica DMA 80 (Milestone).

Figura 8 - Coleta de cabelo Figura 9 - Identificacdo do segmento

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016

4.6.2.1 Preparacdo das amostras de cabelo materno:

A andlise para determinacdo de mercurio total requer preparacdo das amostras. Para as
amostras de cabelos maternos, os primeiros 3 centimetros da amostra coletada foram lavados

com agua grau reagente e 10ml de detergente neutro diluido 1000 vezes (figuras 10 e 11).

Figura 10 - Medida do segmento capilar Figura 11 - Lavagem do cabelo

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016.
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Logo apds esse procedimento as amostras de cabelos foram secas em temperatura
ambiente e entdo, foram fracionadas ao maximo com tesoura de ago-inoxidavel em segmentos
de aproximadamente 0,5 mm e transferidos para um béquer limpo (Figura 12) para melhor
homogeneizacdo da fracdo da amostra selecionada possibilitando o aumento da superficie de
contato, conforme protocolo do Mercury Analysis Manual — Ministry of the Environmental -
Japan (2004). Apds o término de preparacdo das amostras de cabelos, as mesmas foram
acondicionadas em tubos tipo eppendorf (figura 13) em temperatura ambiente até posterior

analise.

Figura 12 - Fracionamento da amostra Figura 13 - Tubos Eppendorf

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016

Para a realizacdo das analises, as amostras de cabelo foram submetidas ao procedimento
de pesagem em balanca analitica em aliquotas de aproximadamente 0,0020g (figura 14), e logo

apos a concentracdo de HgT foi analisada no aparelho DMA 80 Milestone (figura 15).

Figura 14 - Pesagem das aliquotas

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016
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4.6.2.2 Coleta de tecido placentario fetal e corddo umbilical

As amostras de tecido placentério fetal foram coletadas com auxilio de tesoura de ponta
romba e pinca cirargica. O &mnio (membrana fetal que reveste a placenta) foi retirado com
auxilio de pinca cirurgica. O tecido coridnico foi retirado da face fetal da placenta (em uma
Unica amostra) na regidao proxima a insercao do corddo umbilical, demonstrado na area tracejada
da figura 16. O local de retirada do referido tecido foi padronizado para esta pesquisa levando-
se em consideracdo que o HgT é igualmente distribuido tanto no tecido placentario quanto no
corddo umbilical (SAKAMOTO, 2013).

Figura 16 - Face fetal da placenta e local de retirada do tecido coriénico

Fonte: Autora, 2016

As amostras de tecido do corddo umbilical foram coletadas com auxilio de tesoura de
ponta romba e pinga cirdrgica previamente descontaminada. Cerca de 5 centimetros do tecido
do cordao foi retirado da porcdo mais proxima a area de insercdo umbilical fetal, logo apés ao
clampeamento pds-natal, o qual pode ser observado na area tracejada da figura 17. Tal area de
retirada do tecido foi uniformizada na presente pesquisa, haja vista que ainda ndo ha

padronizacao de coleta deste material que tenha sido estabelecida pela OMS.
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Figura 17 - Local de seccdo do corddo umbilical

Fonte: Autora, 2016

Apds a coleta, tanto o tecido placentario fetal quanto o tecido do corddo umbilical, foram
acondicionados em tubo falcon numerado acrescido de 15 ml de agua grau reagente (figuras 18
e 19) para lavagem do tecido e retirada de impurezas, apos esse processo a dgua foi desprezada
e imediatamente apos foi acrescido novamente ao tubo falcon 15 ml de agua destilada afim de
manter a integridade tecidual das amostras coletadas durante o periodo de congelamento até
posterior analise.

Figura 18 - Tecido placentéario Figura 19 - Corddo Umbilical

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016

Os tecidos placentarios e os tecidos de corddo umbilical foram separados da amostra
matriz em pequenas aliquotas e lavados exaustivamente em placa de Petri com agua grau

reagente para limpeza do sangue residual da amostra (Figura 20) e prensados usando toalhas de
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papel absorventes para remover a agua excedente. Todas as matrizes coletadas (cabelos

maternos, corddes umbilicais e tecidos placentarios fetais) foram analisados em duplicata.

Figura 20 - Lavagem do tecido placentario fetal (a) e corddo umbilical (b).

Fonte: Autora, 2016.

4.6.3 Anélises de Mercurio Total (HgT)

As concentracbes de HgT foram realizadas no LAbBBEX (UFOPA), as aliquotas de
cada amostra foram analisadas em duplicata diretamente em analisador de mercurio total DMA
80 (Milestone - Italy). O Milestone DMA-80 (figuras 21 e 22) é um analisador de Hg que utiliza
o0 principio de decomposi¢édo térmica, amalgama e absor¢do atbmica. Este equipamento pode
analisar tanto matrizes solidas e liquidas com igual precisdo. A analise leva apenas 5 minutos
por prova e ndo requer digestdo cida de amostras. O DMA 80 utiliza-se do principio de
decomposicdo térmica, onde o material inserido em cubetas de quartzo é aquecido a cerca de
650°C sendo as amostras destruidas por combustdo, logo isto elimina a necessidade de qualquer
preparacdo de amostra (DMA MERCURY ANALYSER, 2009).

Figura 21 - Analisador DMA 80 (Milestone) Figura 22 — Tela de comandos DMA 80

Fonte: Autora, 2016 Fonte: Autora, 2016
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Com o aquecimento ocorre o desprendimento do Hg em forma de vapor, o qual é
transportado pela pressdo do gas oxigénio e adere-se a um amalgamador (“fio de ouro”). Apos
0 aquecimento do amalgamador o Hg é posicionado ao longo do percurso Optico do
espectrofotbmetro, onde € quantitativamente medido por absor¢do atdbmica em 253.65 nm,
sendo, nessa fase final, delimitado o nivel de HgT encontrado na amostra (DMA-80, 2009).

Assim, o custo da referida técnica de anéalise de Hg € bem menor quando comparado as
técnicas tradicionais, como o CV-AAS, ICP-AES ou ICP-MS. A eficiéncia do meétodo foi
avaliada através da analise de padrdo de referéncia certificado: NIES — Certified Reference
Material n°13 HUMAN HAIR. Environment Agency National Institute for Environmental
Studies. Onogawa 16-2, Tsukuba Ibaraki, 305 — Japan.

4.7 Método de Analise dos Dados

Os resultados foram processados através de recursos da estatistica descritiva
(frequéncias absoluta e relativa, média e desvio-padrdo), mediante utilizacdo do programa
Excel, componente do Microsoft Office® (versdo 2013), para Windows®. Posteriormente,
alguns dados foram transferidos para o aplicativo BioEstat® (versdo 5.3) de modo a
estabelecer primeiramente a normalidade dos dados através do teste Shapiro-Wilk. Para
verificar a correlacdo das variaveis numéricas foi utilizado o teste de Correlacdo de

Spearman. Para ambos os testes adotou-se o p<0.05 para a significancia estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 01 sintetiza os principais dados coletados durante a aplicagdo dos

questionarios:

Tabela 01: Caracteristicas sociodemograficas das gestantes.

Caracteristicas Amostra (n=45) %
Faixa-etaria
Até 20 15 33
De 21a30 19 42
De 31 a40 08 18
Acima de 40 03 07
Escolaridade
Fundamental 17 38
Médio 25 56
Superior completo 01 02
Superior incompleto 02 04
Estado civil
Casada 07 16
Divorciada 01 02
Solteira 17 38
Unido estavel 20 44
Raca
Branca 02 04
Negra 04 09
Parda 39 87
Ocupacéo
Agente Administrativo 01 02
Atendente 01 02
Auxiliar administrativo. 01 02
Domeéstica 35 78
Estudante 03 07
Pescadora 01 02
Professora de Informatica 01 02
Técnica de Enfermagem 01 02
Vendedora 01 02
Origem da agua
Mineral 04 09
Poco 21 47
Poco e mineral 01 02
Rio 01 02
Torneira 18 40

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Algumas informagcbes que compdem esse estudo foram registradas em
questionario especifico. A distribuicdo por faixa etaria das voluntarias da pesquisa
apontou uma média de idade de 25,2+7,4 anos sendo que 42% das gestantes apresentou
faixa-etaria entre 21 a 30 anos de idade. Dentre as 45 gestantes selecionadas, 56%
apresentou nivel médio completo e 78% dessa amostra era composta de donas de casa, 0
qual ndo é considerado como grupo de risco para exposicdo mercurial. As voluntérias
selecionadas totalizaram 32 residentes na cidade de Santarém/Para.

Para estatura obteve-se média de 1,57+£0,05 metros enquanto que a média de peso
obtida foi de 64,7+£10,2 quilos. A tabela 2 apresenta os valores médios das referidas
variaveis a partir da estratificacao etaria. A média para o indice de Massa Corporal (IMC)
encontrada entre as participantes da pesquisa foi de 26.31+3,8. O Indice de Massa
Corporal (IMC) é um dos indicadores usados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
para verificacdo do estado nutricional, calculado a partir da seguinte formula: peso atual
(kg) / estatura (m)>.

De acordo com a classificacdo adaptada pela OMS, o IMC baseia-se em padrfes
internacionais desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de europeus, onde IMC
> 25 indica sobrepeso, logo, o resultado da média final mostrou sobrepeso das

participantes da pesquisa.

Tabela 02: Distribuicdo dos valores médios das variaveis antropométricas de acordo com a faixa
etaria das gestantes.

Faixa-etaria Estatura (m) Massa corporal (Kg) IMC (Kg/m?)
Até 20 anos 1.57+0.05 64.53+10.79 26.17+4.29
De 21 a 30 anos 1.56+0.04 66.67+6.03 27.23+£1.23
De 31 a 40 anos 1.56+0.06 69.00+11.50 28.41+4.09
Acima de 40 anos 1.57+0.05 62.40+9.59 25.18+3.13
Geral 1.57+0.05 64.76+£10.25 26.31+3.83

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Com relacdo aos valores obtidos para pressao arterial (P.A) das voluntarias,
observou-se que 62% da populagéo estudada encontrava-se dentro dos valores normais
para pressdo arterial (120x80 mmHg) e 36% desta mesma populagdo apresentou niveis
elevados, caracterizando hipertensdo arterial. Os valores de P.A das voluntarias séo

apresentados na tabela 3.
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Tabela 03: Valores médios das pressdes arteriais de acordo com a faixa etéria.

Faixa-etaria PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Até 20 anos 122.0+15.3 81.3+12.5
De 21 a 30 anos 127.9+£15.2 85.3+14.7
De 31 a 40 anos 122.5+14.7 83.845.2
Acima de 40 anos 133.31£7.1 90.0+£10.0

PAS: Pressdo Arterial Sistélica; PAD: Pressdo Arterial Diastélica
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

5.1. ConcentragOes de Hg em cabelos maternos e outros biomarcadores:

Os dados referentes as concentracdes de HgT nas matrizes humanas estudadas
revelaram que 0,67% do HQT do cabelo materno foi transmitido ao feto por meio da
corrente sanguinea, acumulando-se posteriormente, no tecido do corddo umbilical, bem
como 1,39% da concentragdo de HgT do cabelo materno foi transmitido via circulagéo
sanguinea, a parte fetal da placenta e por fim, cerca de 39,5% do HgT presente na placenta
fetal foi transmitido por meio da circulagdo sanguinea ao tecido do corddo umbilical.

Os niveis de HgT na placenta foram maiores que os niveis de HgT no cordao
umbilical, tal resultado pode ser altamente associado com as concentra¢fes sanguineas
maternas presentes no tecido placentario, ressaltando ainda, que tais niveis ndo sdo
influenciados pela paridade materna (ASK et al, 2002). A seguir, a figura 23 mostra 0s

niveis de HgT nos biomarcadores analisados na presente pesquisa:

Figura 23: Médias das concentracdes de HgT em cabelos maternos, corddo umbilical e tecido
placentario (mg/kg)
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.
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O MeHg é uma das substancias mais toxicas para o cérebro fetal e grande parte
da exposicdo fetal ao MeHg ¢ atraves do consumo materno de peixe. O MeHg passa
facilmente através da placenta por meio de um conjugado protéico de cisteina (STRAKA
et al, 2016). O presente estudo investigou as relacdes entre 0 HgT no tecido do corddo
umbilical e outros biomarcadores da exposic¢éo fetal em gravidas da cidade de Santarém-
Pard, no intuito de avaliar a significancia de HgT nos tecidos estudados.

De acordo com a World Health Organization (WHO/UNEP, 2008) a concentracéo
de HgT no cabelo materno € um importante biomarcador para refletir a exposicéo fetal
ao MeHg. Na presente pesquisa, a média das concentracfes de HgT encontradas nos
cabelos maternos foi de 1.94 mg/kg (intervalo: 0,14 - 8,89 mg/kg), este valor médio esta
em concordancia confidvel com os niveis toleraveis pela WHO/UNEP, a qual preconiza
1-2 mg/kg de Hg por Kg de cabelo (equivalente a 1-2 ppm).

As concentracOes de HQT encontradas na presente pesquisa corroboram o estudo
de Nunes et al (2014), no qual a concentracdo de Hg no cabelo também foi utilizada como
biomarcador para avaliacdo de exposi¢édo de 343 mulheres gestantes na cidade de Lisboa,
Portugal. O valor médio para concentracdo de HgT no referido estudo foi de 1,26 mg/kg
(intervalo: 0,07 - 5,3 mg/kg) logo, os valores encontrados estavam de acordo com as
normas de tolerncia pré-estabelecidas. A pesquisa citada indicou que havia uma certa
variabilidade da populacdo e que algumas participantes (37%) superaram 0s niveis de
tolerancia de 1-2 ppm de Hg, embora estes niveis ndo atingissem concentracdes
associadas a efeitos teratogénicos no feto - 10mg/kg (WHO/UNEP, 2008).

Sakamoto et al (2016), realizaram estudo com 54 gestantes saudaveis entre 21 e
41 anos na provincia de Kumamoto — Japao e encontraram concentra¢cdes médias de HgT
em cabelos maternos de 1,35 mg/kg (intervalo: 0.18 - 3.47 mg/kg). Este resultado
concorda com os achados da presente pesquisa, uma vez que o valor médio para
concentracdo de HgT encontrado também apresenta-se dentro dos limites de tolerancia
estabelecidos pela OMS. Cerca de 37,7% das gestantes desta pesquisa apresentaram
concentracdes de HgT acima do limite recomendado pela OMS (3,86+1,69) contra 62,2%
das voluntérias que apresentaram concentra¢fes dentro do limite toleravel (0,78+0,49).

Tal resultado pode ser visualizado no grafico a seguir:
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Figura 24: Porcentagem das voluntérias que apresentaram concentracdes de HgT acima e
dentro do limite recomendado pela OMS
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

E de grande importancia ressaltar que nas comunidades amazonicas tradicionais
os niveis de HgT na gestacdo e lactacdo permanecem significativos, pois segundo
Marques et al (2016) em seu estudo com 1139 pares de mée e recém-nascidos residentes
em 8 comunidades ao longo das margens dos rios Jamari, Madeira e Mamoré encontraram
que a média geral de HgT em cabelos de gravidas da regido estudada esta em torno de
8,18 mg/kg, considerado pelos autores um dos valores mais altos do mundo.

Em paises desenvolvidos com consumo de peixe considerado “moderado ou
baixo”, os niveis de HgT tendem a ser menores, por exemplo: na Polénia a média de HgT
para populacdo geral estd em torno de 0,7mg/kg, na Coréia a média gira em torno de
0,63mg/kg e no Reino Unido a média para Hg é de 0,97 mg/kg (SHEEHAN et al., 2014).

Verificou-se que, apesar de grande parte da populagdo santarena ter como base
alimentar o consumo de peixes, de uma forma geral, a média da concentracdo de HgT
encontrada nas gestantes da presente pesquisa ndo estava acima dos limites aceitaveis de
concentracdo de HgT no cabelo, logo, uma explicacdo para a ndo ocorréncia de maior
valor pode ser pelo fato de as mulheres gravidas mudarem seus habitos alimentares e
também, diminuirem a exposi¢do crbénica dos cabelos a contaminantes prejudiciais
durante o periodo gestacional, como por exemplo, as tinturas e 0s permanentes.

Sakamoto et al. (2010) relataram niveis médios de MeHg em células sanguineas
de gestantes japonesas como sendo em torno de 9,41 mg/kg. Altos niveis de HgT e MeHg
em mulheres gravidas e criangas também foram observados em estudos do Mediterraneo
e regido Artica (LLOP et al, 2014; CURREN et al, 2015). Os menores niveis de Hg em
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cabelos maternos, corddo umbilical (peso Umido) e tecido placentario (peso Umido)
encontrados na presente pesquisa (média: 1,94+1,85; 0,0077+0,006; 0,021+0,018,
respectivamente) quando comparados a estudos anteriores de paises orientais podem ser
explicados pela diferenca no consumo de pescados em geral, uma vez que em paises
orientais 0 consumo de peixes e mariscos tende a ser maior quando comparado aos habitos

alimentares ocidentais.

5.2 Correlagdes de HgT em cabelos maternos e outros biomarcadores:

A correlacdo realizada entre as matrizes cabelo materno e corddo umbilical pode

ser analisada no grafico a seguir:

Figura 25: Correlag&o entre as concentragdes médias de HgT do cabelo materno com as
concentragdes médias de HgT no corddo umbilical — peso imido - (mg/kg)
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* Resultado significativo para o teste de Correlagdo de Spearman.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

O HgT no tecido do cordao umbilical (peso umido) mostrou correlacdo linear e
positiva com o HgT em cabelos maternos (0-3cm do couro cabeludo), onde (rs=0,6335;
p<0,0001%*). As concentracdes de HgT no cabelo materno refletem as concentragdes de
MeHg no sangue da genitora, porém, vale ressaltar que a formacéo do cabelo durante a
gestacdo sofre variagdes mensais e a distribuicdo de MeHg torna-se dispersa ao longo do
fio capilar por ondulagéo artificial dos cabelos.

Portanto, justifica-se o uso dos primeiros 3 centimetros de cabelo materno na

presente pesquisa, uma vez que, as concentracdes de HgT no cabelo inteiro ndo refletem
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exatamente o nivel de HgT no sangue da parturiente, enquanto que os niveis de HgT no
cabelo recém-formado refletem os niveis sanguineos mais atuais (CARRATU et al, 2008;
KIM et al, 2015).

Além disso, em humanos o crescimento cerebral ocorre em maior escala durante
o0 terceiro trimestre de gestacdo e o cérebro nesse periodo é reconhecidamente mais
vulneravel a intoxicacdo por MeHg. Essa exposicdo mercurial ao longo do periodo
gestacional pode ser refletida pelas concentragdes de Hg no cabelo materno, onde cada
segmento de 1cm corresponde a aproximadamente 1 més de crescimento capilar, logo, os
3 primeiros centimetros de cabelo coletados o mais proximo possivel do couro cabeludo
representam por sua vez, a exposicdo materna dos Ultimos 3 meses de gestacdo
(SAKAMOTO et al, 2007; SAKAMOTO et al, 2016). O tecido do corddo é formado
principalmente durante o segundo e terceiro trimestre de gestacdo e o sangue do corddo
umbilical é o sangue que circula no corpo fetal na hora do parto. A partir dos dados da
meia-vida bioldgica do MeHg que é cerca de 45 dias, ndo s6 o sangue fetal, mas também
0 tecido do corddo umbilical revelam a carga média de HgT do feto durante o final da
gestacdo (SAKAMOTO et al, 2007).

Em nossa pesquisa, a correlacdo entre HgT no corddo umbilical (peso Umido) e
HgT nos 3 primeiros centimetros de cabelo materno foi positiva (rs= 0,6335; p<0.0001),
refletindo dessa forma a exposi¢do mercurial ocorrida no terceiro trimestre de gestacao.
Estes resultados sugerem que a concentracdo de HgT no tecido do corddo umbilical é um
indicador da carga corporal de HgT materno e fetal no final da gestacéo, corroborando o
estudo de Sakamoto et al. (2016), o qual relata forte correlacdo entre a concentracéo de
HgT do corddo umbilical com o primeiro centimetro de cabelo materno coletado
(r=0.854; p<0.01).

Nossos resultados indicam que as concentra¢es de HgT no tecido do cordédo
umbilical sdo bons biomarcadores para a carga fetal de MeHg, bem como a carga corporal
materna de MeHg. Tal fato implica na importancia do monitoramento e controle do HgT
na gravidez e lactentes. A seguir, a figura 26 mostra a correlagéo entre as concentracoes
médias de HQT do cabelo materno com as concentracbes médias de HgT no tecido

placentario:
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Figura 26: Correlacdo entre as concentracdes médias de HgT do cabelo materno com as
concentracdes médias de HgT no tecido placentario — peso umido - (mg/kg)
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* Resultado significativo para o teste de Correlacdo de Spearman.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

O gréfico indica que as concentracbes de HgT no tecido placentario sdo
positivamente correlacionadas com as concentracfes de HgT encontradas no cabelo
materno, logo, tanto a placenta quanto o corddo umbilical s&o bons biomarcadores para a
carga fetal e materna de MeHg. Nosso resultado difere do encontrado por Ricketts et al
(2016), que apds coletar e analisar 130 placentas provenientes de mulheres em idade fértil
(18-44 anos) residentes na Jamaica e Trinidad e Tobago, mostrou que havia uma fraca
associagdo entre a concentracdo de Hg na placenta e a concentracdo de Hg materno
(analisados por meio da ingestdo de peixe pela mae).

Em contraste, um estudo realizado por Hsu et al (2007) com 65 gravidas residentes
na cidade de Taiwan revelou que o consumo de peixe antes da gravidez foi
significativamente correlacionado com as concentracdes de Hg no tecido placentario
(p<0.05) em detrimento do consumo de peixe durante o periodo gestacional. Sabe-se que
a placenta fornece nutrientes, troca gasosa e eliminacdo de residuos para o feto em
crescimento. Também atua como uma barreira contra elementos toxicos como o cadmio
(Cd), porém ndo oferece protecdo ao MeHg.

Um estudo recente de Gilman et al. (2015) investigou o papel da placenta na
transferéncia de elementos toxicos da mée para o feto, comparando perfis dos elementos
entre placenta e corddo. No referido estudo, descobriu-se que a placenta era uma barreira
eficaz contra 0 Hg inorganico, porém a eficacia mostrava-se reduzida ao MeHg e que a
proporcdo de Hg na placenta para o sangue do corddo umbilical foi maior nas mulheres

que ndo consumiam frutos do mar do que nas que o fizeram. A seguir, a figura 27 mostra
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a correlagéo entre as concentracdes de HgT do tecido placentario com as concentragdes

de HQT do tecido do corddo umbilical:

Figura 27: Correlacdo entre as concentracfes médias de HgT da placenta com as concentracdes
médias de HgT no tecido do corddo umbilical (mg/kg)
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*Resultado significativo para o teste de Correlacdo de Spearman.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

As concentragdes de HgT na placenta (peso Umido) mostraram forte correlacdo
com as concentragdes de HgT nos cabelos maternos e HgT no corddo umbilical (rs =
0,8604; p<0.0001* e rs = 0,6718; p<0.0001*, respectivamente). Os niveis de HgT no
tecido placentario apresentaram correlacdo positiva em todos os tecidos examinados,
logo, esses resultados mostram que o MeHg ¢é distribuido igualmente entre os tecidos
maternos e fetais, implicando que as concentracfes de HgT tanto na placenta quanto no
tecido do corddo umbilical podem ser biomarcadores Uteis para a medi¢cdo da exposicdo
pré-natal de MeHg em mées e recém-nascidos. O MeHg pode ser facilmente distribuido
entre os tecidos de mée e feto, contrariamente ao que ocorre com outros elementos como
o cadmio (Cd) e o selénio (Se), nos quais a barreira placentaria atua de forma muito mais
seletiva (SAKAMOTO, 2013).

No presente estudo, a proporcdo de HgT na placenta foi maior (39,5%) do que 0s
niveis encontrados no corddo umbilical, tal resultado pode ser altamente associado com
as concentracdes sanguineas maternas presentes no tecido placentario, ressaltando ainda,
que tais niveis ndo sdo influenciados pela paridade materna (ASK et al, 2002).

No estudo realizado por Sakamoto et al (2013), foram examinadas as
concentracdes de diferentes metais entre tecido placentario e corddo umbilical (Cadmio,
cobre, zinco, selénio, chumbo e mercurio), os autores verificaram que entre os elementos

examinados, apenas o nivel de MeHg foi significativamente maior (1,6 vezes) no tecido
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do cordao umbilical do que na placenta. Os autores sugerem que esse fenémeno pode ser
explicado pela transferéncia ativa de MeHg da mée para o feto atraves da placenta via
proteinas carreadoras de aminoacidos (ASCHNER e CLARKSON, 1988, KAJIWARA
etal., 1996 APUD Sakamoto et al, 2013).

A acumulacdo de MeHg nos fetos durante a gestacdo tardia € um importante
problema de salde publica para as populagdes cuja dieta esta subsidiada em peixes e
frutos do mar, pois ja é largamente difundido que o desenvolvimento cerebral durante a
fase pre-natal é altamente suscetivel a toxicidade do MeHg. (SAKAMOTO et al, 2007).

As correlacdes realizadas entre peso, altura e P.A das gestantes podem ser

analisadas nos graficos a seguir:

Figura 28: Correlagdo entre o peso e a concentragdo de HgT materno
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Diante deste resultado podemos avaliar que ndo houve correlagcdo positiva entre
as concentracdes médias de HgT do cabelo materno com o peso das voluntarias
(rs=0,0606; p = 0.6924), resultado este que vai ao encontro do estudo realizado por Gul
et al (2016), que quantificou a distribuicdo e a excrecdo de Hg relacionada com o tempo
(em dias) nas amostras bioldgicas coletadas em usuéarios de amalgama dentéria, o referido
estudo revelou que ndo houve correlag6a significativa entre entre o peso e a concentragéo
de Hg na urina (r = 0,05; p = 0,92) e plasma (r = 0,29, p = 0,52) e 0 mesmo resultado foi
observado quando realizada a correlagdo com os pesos (kg) dos participantes, assim, o
estudo mostrou que o peso corporal ndo afeta a concentracdo de Hg no organismo. A
seguir, a figura 28 mostra que também n&o foi encontrada correlacdo positiva entre as
concentragfes médias de HgT do cabelo materno com a estatura das voluntarias (rs = -
0,2894; p = 0,0537):
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Figura 29: Correlacdo entre a estatura e a concentracdo de HgT maternos
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Vupputuri et al (2005) em estudo realizado com 1240 mulheres entre 16-49 anos
de idade, o qual incluia aplicacdo de questionario de frequéncia alimentar, afericdo da
P.A, exame fisico e exame de sangue, ndo encontrou correlagdo significativa entre o HgT
do sangue e a PAS e PAD entre as participantes do estudo. Os autores suportam a hipétese
de que a ingestdo de 6leos de peixe podem combater os efeitos nocivos do HgT sobre a
regulacdo da PA. No presente estudo ndo foram encontradas evidéncias de relacdo entre
a exposicdo pré-natal ao HgT e o aumento da P.A (figuras 30 e 31). A auséncia de
associacdo entre exposicdao ao HgT e aumento da P.A em gestantes ndo deve alterar os
esforcos em politicas de satde publica para reduzir a contaminag¢do por Hg nos peixes e
no meio ambiente. Nossas descobertas também ndo devem alterar orientacGes
direcionadas as mulheres que estdo ou podem engravidar ou que estdo amamentando, uma
vez que a exposicdo ao MeHg por meio do consumo de espécies de peixe especificas pode
causar danos ao desenvolvimento neurolégico fetal (MOZAFFARIAN et al., 2011).

Figura 30: Correlacdo entre a PAS materna e a concentracdo de HgT maternos (mg/kg)
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.
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Figura 31: Correlacdo entre a PAD materna e a concentracao de HgT maternos (mg/kg)
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Dentre as espécies de peixes comerciais reconhecidas como as de maior
preferéncia pela populacdo Santarena (LIMA et al., 2000) estdo a citar: o tambaqui
(Colossoma macropomum), o tucunaré (Cichla spp.), a pescada (Plagioscion spp); o
pirarucu (Arapaima gigas); o surubim (Pseudoplatystoma spp.) e a dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii), vale ressaltar que estas espécies foram pouco citadas na
presente pesquisa, dando maior atengdo ao pirarucu, peixe nobre da regido, o qual foi o
menos citado. Dentre as espécies de peixes comerciais mais consumidas pelas voluntarias
da presente pesquisa, a maior parte delas (cerca de 40%) é constituida por peixes de
escamas como o jaraqui (Semaprochilodus ssp.), o pacu (Mylossoma spp.) e o acari
(Hypostomus affinis).

Com relacdo aos héabitos alimentares dos peixes mais citados na pesquisa, 0
jaraqui foi o peixe mais consumido pelas voluntarias durante o periodo gestacional. Esta
espécie € migratoria, pode ser encontrada principalmente em varzeas e igarapés. E um
peixe herbivoro que em seu ambiente natural alimenta-se principalmente de detritos e
plantas superiores, quando em cativeiro podera aceitar alimentos de origem vegetal como
alface, pepino, espinafre e racdes de base vegetal. O pacu foi 0 segundo peixe mais
consumido pelas gestantes, € um peixe tipico dos rios amaz6nicos e alimenta-se de frutos,
caranguejos e detritos organicos encontrados na agua. O terceiro peixe mais consumido
pelas participantes foi o acari, o qual é uma espécie de peixe que vive no fundo dos rios,
até cerca de 30 metros de profundidade e alimenta-se de lodo, vegetais e restos organicos
em geral. Em cativeiros estes peixes também podem ser alimentados com vegetais, a citar:
pepino, abobora, repolho, alface entre outros. Portanto, 0s principais peixes consumidos

pelas voluntarias da presente pesquisa sdo considerados herbivoros.
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A baixa procura da populacédo estudada por peixes de couro pode ter motivagédo
cultural, uma vez que, a rejeicdo no que se refere ao consumo pode estar relacionada a
crenca de que esses peixes conteriam supostamente propriedades negativas que causam
danos a saude, considerados “peixes remosos” que levariam, por exemplo, ao
acometimento de variadas doengas em virtude da “reima”, além de conter uma quantidade
alta de gordura em sua carne, corroborando com alguns estudos que tratam sobre aversdo
e tabu alimentar (MURRIETA, 1998; SILVA, 2007). A tabela 4 sintetiza os principais

peixes citados durante a pesquisa:

Tabela 04: Peixes mais consumidos pelas voluntarias da pesquisa

Periodo
Peixes Durante o Defeso Fora do Defeso
n=45 % n=45 %

Pescada branca 07 16% 07 16%
Surubim 06 13% 03 07%
Aracl 08 18% 08 18%
Filhote 02 04% 02 04%
Matrinxa 00 00% 00 00%
| Acari 09 20% 08 18%
Caratinga 04 09% 05 11%
Pirarucu 02 04% 01 02%
Dourada 03 07% 03 07%
Tucunaré 07 16% 01 02%
Apapa 03 07% 04 09%
Aruand 01 02% 00 00%
Curimata 04 09% 04 09%
Tambaqui 04 09% 03 07%
Charutinho 01 02% 01 02%

[ Pacd 15 33% 16 36% |
Pirarara 07 16% 05 11%

[ Jaraqui 16 36% 17 38% |
Mapara 02 04% 02 04%
Pirapitinga 01 02% 00 00%

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

De acordo com Murrieta (2001), na Amazénia - de uma forma geral - duas
categorias compdem o sistema de classificacdo local de peixes: o peixe liso (ou peixe de
pele) e o peixe de escama. Segundo o autor, ambas as categorias sdo apreciadas por
diferentes razdes. Os peixes lisos sdo normalmente apreciados pelo sabor “forte” e
estrutura fibrosa da carne, enquanto que os peixes de escama sdo caracterizados como

tendo um sabor mais “fraco”, leve e suave, sendo assim mais “digeriveis”, mas nao
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necessariamente mais saborosos (as vezes, & exatamente o oposto). Porém, o
comportamento, a dieta, a cor, o cheiro e a aparéncia sdo também importantes critérios
no processo de classificacdo e escolha.

A diferenciacao entre os peixes de escamas e 0s de pele (lisos) é ainda mais critica
para um sistema de restricdes alimentares muito comum na Amazénia: a reima. A reima
é caracterizada por oposic¢des entre alimentos perigosos (“reimosos”) ou ndo-perigosos
(ndo-reimosos). Os principais peixes considerados reimosos sdo os “peixes lisos” ou de
“pele” (surubim, piaba, filhote, mapara, pirarara, entre outros) e alguns peixes de
“escamas” (pescada, curimatd, tucunaré amarelo, jatauarana, acari, entre outros). A
gravidez, o pos-parto e a menstruacdo sdo representados como momentos de maior
fragilidade e vulnerabilidade para mulheres (¢ quando a ingestdo de um alimento
“reimoso” pode prejudicar nao apenas a mulher, mas aqueles que estéo ligados fisica e
emocionalmente a ela) (MURRIETA, 2001).

Logo, a “reima” impacta principalmente nas mulheres, ndo apenas restringindo o
seu acesso a determinados alimentos, mas também a sua mobilidade espacial
(MURRIETA, 2001). Se de certa forma tais restrices aumentam o controle sobre o corpo
feminino e o que é consumido, também uma rede de cuidados e atencdes € estabelecida
entre as mulheres gravidas, diminuindo assim as responsabilidades cotidianas de cuidado
com a prole e manutencdo do trabalho doméstico. Tal fato pode justificar, em termos, o
baixo consumo de peixe liso pelas voluntarias da presente pesquisa.

E importante salientar que o consumo de peixe pode ser influenciado por diversos
fatores, dos quais se destacam o0s socioeconémicos, os padrbes de consumo alimentar,
caracteristicas pessoais, estado de salde e dimens@es culturais. De acordo com Sonoda
(2006), o elevado consumo de peixe nas regides Norte e Nordeste é influenciado pela
producdo comparativamente elevada nessas regides. Sendo alimentos altamente
pereciveis, sdo necessarios cuidados especiais (da captura até o consumo humano) para
evitar a deterioracdo do peixe ao longo da cadeia produtiva.

Nas &reas proximas de producédo, o peixe pode ser consumido num espaco curto
de tempo, apresentando melhor qualidade e menor prego. O transporte para outros
consumidores distantes do local de producdo e a sua comercializagdo impactam na perda
de qualidade e contribuem para o aumento do preco (SARTORI e AMANCIO, 2012).

Na presente pesquisa 0 consumo maior de peixes de valor mais baixo em
detrimento do consumo de peixes ditos “nobres”, a citar, pirarucu e tambaqui, pode entdo

ser explicado pelo fato de que parte do pescado comercializado na cidade de
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Santarem/Para € importado de outras regides adjacentes como Belém e Manaus e dessa
forma encarecendo o produto ao consumo pela populagdo de menor poder aquisitivo.
Além disso, a baixa qualidade, resultante de problemas de manipulagdo in natura, a
conservacao e o armazenamento, bem como o acesso facilitado a alimentos processados,
também podem alterar os habitos alimentares de algumas populacées (SARTORI e
AMANCIO, 2012). A seguir, a tabela 05 mostra as caracteristicas nutricionais das

voluntarias da presente pesquisa.

Tabela 05: Caracteristicas nutricionais das voluntarias

Caracteristicas do consumo de alimentos Amostra (n=45) %
Frequéncia de consumo de peixe (x/por semana)
1x 15 33
2X 12 27
3X 12 27
Todos os dias 6 13
Quantidade de peixe por refeicdo (g)
50 05 11
100 18 40
150 01 02
200 18 40
300 03 07
Frequéncia de consumo de Acai
Nunca 05 11
As vezes 27 60
1/2 vezes por semana 07 16
3/4 vezes por semana 05 11
Todo dia 01 2
Frequéncia de consumo de Castanha do Para
Nunca 11 24
As vezes 25 56
1/2 vezes por semana 04 09
3/4 vezes por semana 02 04
Todo dia 03 07
Frequéncia de consumo de frutas
As vezes 16 35
1/2 vezes por sem. 10 22
3/4 vezes por sem. 04 08
Todo dia 15 33

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Vale ressaltar nesta tabela que 33% (n=15) das voluntarias relataram consumir
peixe apenas uma vez por semana e que a maior parte das gestantes referiram o consumo
de 100 a 200 gramas de peixe por refeicdo (40%). Cerca de 33% das voluntarias (n=15)

relataram consumir frutas todos os dias, dentre elas, as mais citadas foram banana, laranja
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e maca e que 24% das voluntarias (n=11) referiram nunca consumir castanha-do-Para. A
castanha-do Para é uma améndoa oleaginosa de elevado valor energético, rica em
proteinas de expressivo valor biolégico. Apresenta muitos outros constituintes
indispensaveis a uma boa alimentacéo, a citar o selénio, um antioxidante que vem sendo
referido na prevencao de cancer, doencas cardiovasculares e atua como quelante as
concentracdes de Hg no organismo, dentre outras fungdes (SOUZA e MENEZES, 2004).

Passos et al (2007) em seu estudo realizado em comunidades ribeirinhas da regido
Amazonica mostrou uma associacao clara entre o consumo de frutas e menores niveis de
Hg encontrados na populacéo estudada. O efeito protetor do consumo de frutas contra a
exposicdo ao Hg por meio da ingestdo de peixes pode ser observado tanto em homens
quanto em mulheres, esta presente em todas as categorias de idade e escolaridade e ocorre
independentemente de outros fatores, como o tabagismo e o consumo de alcool. Uma
possivel explicacdo para os achados deste estudo € que o teor de fibra alimentar solGvel,
bem como de nutrientes probioticos encontrados em algumas frutas podem interferir na
absorcéo gastrointestinal do Hg, auxiliando o processo de desmetilacdo de MeHg pela
microflora intestinal e dessa forma, promovendo a remocdo de MeHg do corpo
(CLARKSON, 2002).

O Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), na sua
672 reunido, em 2006, observou que os diferentes estagios de vida do embrido e do feto
podem ser mais sensiveis aos efeitos adversos do MeHg sobre o sistema nervoso. No caso
dos adultos, o comité considerou que a ingestdo até duas vezes mais elevada do que a
ingestdo semanal toleravel existente de 1,6 ug/kg de peso corporal ndo representaria
qualquer risco de neurotoxicidade em adultos, embora, no caso das mulheres em idade
fértil, deve-se ter em mente que a ingestdo ndo deve exceder o valor referido, a fim de
proteger 0 embrido e o feto dos efeitos adversos.

No que diz respeito a lactentes e criangas com idade até cerca de 17 anos, os dados
ndo permitem tirar conclusdes firmes sobre a sua sensibilidade em relagéo a dos adultos.
Embora seja claro que eles ndo sdo mais sensiveis do que o embrido ou feto, eles podem
ser mais sensiveis do que os adultos, porque o desenvolvimento significativo do cérebro
continua na infancia e na adolescéncia. Portanto, o comité ndo conseguiu identificar um
nivel de ingestdo maior do que o nivel de ingestdo toleravel existente que néo
representaria um risco de neurotoxicidade no desenvolvimento de lactentes e criangas
(FAO/OMS, 2007). Na presente pesquisa a maior parte das voluntarias (80%), referiu

consumir entre 100 e 200 gramas de peixe por refeicdo uma vez por semana, levando-se



66

em consideracdo que sdo realizadas duas grandes refeicdes no dia (almogo e jantar),
teriamos uma média de consumo de 200 gramas de peixe por semana. A Environmental
Protect Agency dos Estados Unidos — EPA (2004), aconselha as mulheres gravidas e
lactantes a evitar o consumo de peixes que contenham niveis relevantes de Hg (peixes
carnivoros de grande porte). Em vez disso, recomendam que estes grupos comam até
340g/semana de uma variedade de peixes e mariscos que apresentam niveis reduzidos de
Hg, como por exemplo, o camardo e a tilapia. A seguir, a tabela 06 detalha as médias de
concentracdo de HgT de acordo com a frequéncia de consumo de peixe pelas participantes

da pesquisa:

Tabela 06: Valores médios das concentracdes de HgT (mg/kg) de acordo com a
frequéncia semanal de consumo de peixe.

Frequéncia de Consumo Médilgge-gég?ékg;dréo (Méx. — Min.)
1x por semana (n=15) 0.85+1.10 4.69 - 0.16
2x por semana (n=12) 2.10£1.70 6.78 -0.14
3x por semana (n=12) 2.12+1.24 4,10 -0.46

Todos os dias (n=6) 3.93+£2.62 8.89 - 0.76

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016

Para as participantes que relataram consumo de peixe todos os dias da semana, a
média de concentracdo de HgT foi 78,3% maior (3.93 mg/kg), quando comparada as
participantes que relataram um consumo de peixe de apenas uma vez por semana. Este
resultado mostra que a concentracdo média de HgT nos cabelos dessas voluntarias esta
acima do limite recomendado pela OMS (1-2 mg/kg). A seguir, a tabela 07 mostra os

valores médio de HgT de acordo com a quantidade de peixe consumida por refeicéo:

Tabela 07: Valores médios das concentracdes de HgT (mg/kg) de acordo com a
guantidade de consumo de peixe por refeigdo.
HgT (mg/kg)

Quantidade de peixe por refeigédo Média e Desvio Padrio (Max. — Min.)
50g (n=5) 1.89+1.90 4.69-0.21
100g (n=15) 1.52+1.0 3.83-0.16
1509 (n=1) 2.5+0 -
200g/300g (n=21) 1.67+1.65 6.78 — 0.14

Fonte: Dados da Pesquisa, 2016

Com base na analise dos dados acima, foram identificados trés outliers, os quais
foram retirados da anéalise para ndo comprometer os resultados. Portanto, a amostra final
para o resultado acima correspondeu a 42 casos validos. Durante a amostragem de dados,

0 surgimento de outliers, podera ocorrer, dentre outros motivos, quando a amostra
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estudada apresenta uma variabilidade expressiva. Na tabela 07 podemos observar que a
maioria das gestantes (50%) relatou um consumo de 200 a 300 gramas de peixe por
refeicdo com uma concentracdo média de HgT no valor 1.67 mg/kg, a qual estd em
concordancia com o limite aceitavel estipulado pela OMS, fato este que pode ser
justificado devido o consumo rotineiro de peixes herbivoros e de pequeno porte (tanto
dentro quanto fora do periodo do defeso) relatado pela maioria das participantes. As
figuras 32 e 33 mostram a correlacdo entre 0 HgT do cabelo materno e a quantidade de
peixe consumida por refeicdo assim como o HgT materno relacionado a frequéncia do

consumo de peixe semanal, respectivamente:

Figura 32: Correlagdo entre as concentraces de HgT do cabelo materno com porcéo de peixe
consumida por refeicéo.
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Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

Figura 33: Correlacao entre as concentragdes de HgT do cabelo materno com a frequéncia do
consumo de peixe semanal.
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*Resultado significativo para o teste de Correlacdo de Spearman.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2016.

A regido Oeste do Estado do Para apresenta um historico de intensa atividade
garimpeira, o rio Tapajos, importante afluente do rio Amazonas, foi um dos principais
locais estudados em relacdo a pratica de garimpagem e a contaminagdo por Hg. Hoje em

dia a mineracdo de ouro decresceu expressivamente, porém os niveis de Hg continuam



68

elevados, possivelmente devido ao intenso desmatamento e transporte do Hg para o
sistema aquéatico (COELHO-SOUZA et al, 2007).

Apesar disso, observa-se que ao longo dos anos, os niveis de Hg sofreram
diminuicdo em algumas areas de populacdes ndo expostas - ainda que em algumas
populacgdes os niveis de Hg ndo fiqguem dentro dos niveis de seguranca estabelecidos - 0
que sugere ser uma tendéncia que podera perdurar no futuro. Tal fato pode ser explicado
por possiveis mudancas nos héabitos alimentares da populagdo, especialmente de
gestantes, a citar o aumento do consumo de peixes herbivoros em lugar dos carnivoros
devido fatores econdmicos € muitas vezes por questdes culturais como a “reima”, além
disso, a diminui¢do do consumo da &gua dos rios através do incentivo ao consumo de
agua de poco, além do aumento do consumo de frutas e verduras entre outras pequenas
medidas que estdo dando bons resultados e diminuindo os niveis de Hg (SA et al, 2006).

Existem certas medidas que podem minimizar os efeitos da contaminacéo pelo Hg
e uma delas ¢ a reeducacdo alimentar. Passos et al (2007) mostra em seu estudo conduzido
em 13 comunidades ribeirinhas ao longo do Rio Tapajos por meio da coleta de cabelo de
449 voluntarios, que a ingestdo de frutas pode ajudar a reduzir os efeitos da intoxicacéo
por Hg, pois o efeito protetor do consumo de frutas € observado tanto em mulheres quanto
em homens. Outra medida de controle alimentar que pode ser usada é a redugdo do
consumo de peixes carnivoros, pois esses apresentam uma alta concentracdo de Hg,
privilegiando, portanto, a alimentacdo a base de peixes herbivoros. Também ¢é
aconselhavel priorizar o consumo de agua de poco e cisternas evitando tomar a agua dos
rios, principalmente dos afluentes que banham &reas de garimpo, para evitar a ingestdo
do Hg presente na agua e em microorganismos. Tais medidas associadas ao
esclarecimento dos mecanismos de acdo do metal e 0 monitoramento das populacdes sdo
de extrema importancia para minimizar o efeito da contaminacdo pelo Hg a saude
humana.

O presente estudo possui algumas limitacOes, pois 0 pequeno numero de
participantes restringiu as analises e diminuiu o poder estatistico. A amostragem
conveniente e 0 pequeno numero de participantes neste estudo podem reduzir a
representatividade dos achados. Logo, sdo necessarios mais estudos envolvendo a
biomonitorizacdo com uma populacdo maior e mais representativa.

Embora o tamanho da amostra tenha sido pequeno, os dados obtidos podem
auxiliar no desenvolvimento de estratégias para a reducdo da exposicdo ambiental de

metais pesados em mulheres gravidas e criancas por meio de estudos realizados a longo
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prazo e em larga escala envolvendo biomonitoramento, afim de fornecer novos dados

sobre a exposi¢do da populacdo de mulheres em idade fértil aos metais pesados.
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6. Consideracoes Finais

e As médias das concentracdes de HgT encontradas no cabelo materno estdo
condizentes com os limites estabelecidos pela OMS, as concentragdes de HgT obtidas
nos tecidos do corddo umbilical e placenta sugerem que houve transmisséo vertical de
HgT;

e A concentragdo de HgT no tecido do cord&o umbilical mostrou forte correlacdo
com os 3 primeiros centimetros do cabelo materno, sugerindo que o corddao umbilical é

um bom biomarcador de exposicdo fetal ao HgT,;

e A concentracdo de HgT no tecido placentario mostrou forte correlagdo com os 3
primeiros centimetros do cabelo materno, sugerindo que a placenta € um bom

biomarcador de exposicdao fetal ao HgT;

e A concentracdo de HgT no tecido placentario mostrou uma forte correlacdo com

o tecido do corddo umbilical;

e A media das concentraces de HgT nos cabelos maternos ndo mostrou correlacao

com o peso, altura e pressao arterial das participantes;

e Houve correlacédo positiva entre as concentra¢des de HgT do cabelo materno com
0 consumo de peixe semanal, logo, pode-se inferir que existe influéncia para concentragédo

de Hg no organismo humano associada a frequéncia de peixe consumido.
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ANEXO 1

HOSPITAL
i REiE:
SANTAREM Av. Pres. Vargas, N.2 1538 - Sants Clars - CEP 68005-10
NP 05182.233/0001-T6 Fone: 3523 - 2155 / Fax: 3523 2175

Hmssemsa.stm@gmail.com

CARTA DE ACEITE INSTITUCIONAL

Em nome do Hospital Municipal de Santarém (HMS), declaro ter
conhecimento do projeto de pesquisa intitulado “Avaliagio de merciirio
total na populacio da regido oeste do Para - Santarém”, de autoria das
pesquisadoras Melina Laise Nascimente dos Santos e Naelka dos Anjos
Fernandes, pés graduandas do curso de Mestrado em Biociéncias da
Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), dando-lhes consentimento
para execugao do projeto de pesquisa para fins de produgdo da Dissertagdo de
Mestrado, em dias e horarios previamente acordados.

Necessario, porém se faz, que antes da apresentagdo e ou publicacio
dos resultados, o trabalho final seja apresentade a esta Institui¢do
Hospitalar com o escopo de analisar e discutir os resultados obtidos, ficando
em cardter obrigatorio a citagdo da Universidade Federal do Oeste do Pard e

do Hospital Municipal de Santarém, como locais de realizagdo da pesquisa.

Santarém, 06 de maio de 2016.

-

Enf. Msc. Nadia\Wicéncia do Nascimento Martins
Coordenagio de Educagao Continuada
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APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TCLE n°:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO: “Avaliacio da exposicdo pré-natal de mercdrio total em gestantes de Santarém
— Para”.

FINALIDADE DA PESQUISA:

Vérios estudos comprovam a contaminacao por mercurio na regido amazonica. A presenca
desse metal no meio ambiente expde a populacéo ao risco de contaminacgao e efeitos danoso
a saude. Diante deste fato, a proposta desse estudo € avaliar os niveis de mercurio total em
gestantes da cidade de Santarém, localizada no Estado do Para.

METODOLOGIA:

Serdo coletadas amostras de cabelos, unhas e placenta de gestantes atendidas pelo Sistema
Unico de Salde na cidade de Santarém. Nas participantes da pesquisa também seréo
avaliados peso, altura e presséao arterial. As coletas ocorrerdo de acordo com a disponibilidade
das mesmas e apés a assinatura deste termo. Também sera aplicado um questionario para
obtencéo de informagBes como ocupacao, renda familiar, habitos alimentares dentre outros.
A coleta de dados sera realizada somente pela pesquisadora do presente estudo.

DESTINO DAS INFORMACOES DO SUJEITO PESQUISADO:

As informacdes obtidas serdo utilizadas somente para a presente pesquisa e serdo analisadas
em conjunto com as de outras voluntarias, ndo sendo divulgada qualquer informacéo que
possa levar a sua identificacdo. Havera a coleta de materiais biol6gicos (cabelo, unha e
placenta). Os questionarios serao arquivados pela pesquisadora e queimados pelos mesmos
apos cinco anos de finalizada a pesquisa.

RISCOS, PREVENCAO E BENEFICIOS PARA O SUJEITO DA PESQUISA:

No decorrer da coleta de dados os participantes estdo sujeitos a alguns riscos, como
perfuracdes indesejadas e cortes inadequados durante a coleta de unhas e cabelos, bem como
constrangimentos no ato das referidas coletas. Nestes casos, 0s procedimentos serao
imediatamente interrompidos e priorizados a atengéo ao participante até seu reestabelecimento
completo. Caso algum voluntéario (a) sinta-se constrangido e incomodado com o procedimento,
as pesquisadoras procurardo de forma mais respeitosa possivel contornar a situacao
procurando realizar a coleta em ambiente reservado a fim de ndo expor o participante. Com o
intuito de evitar estas intercorréncias, orientacdes serdo dadas aos mesmos sobre 0s
procedimentos da coleta, como por exemplo, o posicionamento adequado do voluntario e a
forma exata de coleta das unhas e cabelos; sera utilizada tesoura de ponta romba curva para
evitar a0 maximo 0s possiveis riscos de perfuracdes e cortes. Vale ressaltar que todas as
coletas serdo realizadas especificamente pelas pesquisadoras que estardo presentes durante
todo procedimento.

GARANTIAS E INDENIZACOES:

Sera garantido ao participante a preservacdo de sua identidade e a liberdade de deixar de
participar do estudo, sem nenhum prejuizo. Em qualquer momento do estudo o mesmo tera
acesso aos pesquisadores responsaveis pela pesquisa, para esclarecimento de davidas, bem
como informagBes a respeito dos resultados. Quaisquer tipos de dano comprovadamente
causado pelos procedimentos a serem realizados serdo reparados e a participante tera direito
a ressarcimento de qualquer prejuizo causado e a indenizac¢do segundo a lei vigente.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS: |

A pesquisadora deste projeto é a aluna de mestrado Naelka dos Anjos Fernandes, que pode
ser encontrada na Universidade Federal do Oeste do Pard — UFOPA, endereco: Rua Vera
Paz, s/n, bairro Salé — Prédio da Pés Graduacgéo ou pelo celular 093 99116-1374 ou pelo e-
mail: naelkafernandes@hotmail.com. Caso néo seja localizada, podera ainda ser contatado o



pesquisador responsavel Prof. Dr. Ricardo Bezerra de Oliveira, orientador da pesquisa que
pode ser encontrado na Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA, situada na Avenida
Marechal Rondon, s/n — Caranazal ou pelo celular 093 98115-6651 ou pelo e-mail:
rbo@ufpa.br. Além destes, podera também ter esclarecimentos com o Comité de Etica em
Pesquisa localizado na Av. Placido de castro, 1399, Aparecida, CEP 68040-090, Universidade
do Estado do Para, Santarém-PA ou pelo telefone 093-3512-8000/3512-8013. Vocé assinara
duas vias deste documento, sendo que uma ficard com as pesquisadoras responsaveis e o
outro ficara com vocé para esclarecimento de duvidas que possam surgir posteriormente.

FINANCIAMENTOS

Este trabalho sera realizado com recursos dos proprios pesquisadores e financiamento ou co-
participacao da instituicdo de pesquisa — Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.
N&do h& despesas pessoais para o participante no estudo. Também ndo haverd nenhum
pagamento aos voluntérios pela participacdo na pesquisa.

DECLARACAO

Declaro que compreendi as informacdes do que li e que me foram explicadas sobre o trabalho
em questdo. Discuti com o0s responsaveis da pesquisa sobre minha decisdo em participar
nesse estudo, ficando claro quais s&o os propdésitos da pesquisa, 0s procedimentos a serem
realizadas, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos.

Ficou claro também que a minha participacdo ndo sera paga, nao terei despesas, poderei
desistir a qualquer momento de participar da pesquisa.

Concordo voluntariamente em participar desse estudo podendo retirar meu consentimento a
gualgquer momento, sem necessidade de justificar o motivo da desisténcia, antes ou durante
0 mesmo, sem penalidades ou prejuizos. Estou ciente de que serei submetido (a) a coleta de
material biol6gico (cabelos, unhas e placentas). Sendo-me assegurado pelas autoras da
pesquisa a garantia de anonimato das informagoes.

Santarém, , de de 2016.

Assinatura do(a) voluntario(a)/ ou responsavel
Declaro que assisti a explicacao das pesquisadoras e que compreendi tudo que sera

realizado na pesquisa.

Assinatura de testemunha
Declaro que assisti a explicacdo das pesquisadoras, e que o (a) voluntario(a) compreendeu
e retirou suas duavidas, assim como eu, a tudo o que sera realizado na pesquisa.

Pesquisadora Responsavel
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o consentimento livre e esclarecido
deste voluntario para participacao no presente estudo.



ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA

PRO-REITORIA DE PESQUISA POS-GRADUAGAO E INOVAGCAO TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS

DECLARACAO

DECLARO, para os devidos fins, que tenho ciéncia do pré-projeto intitulado
“AVALIACAO DE MERCURIO TOTAL NA POPULACAO OESTE DO PARA-
SANTAREM, o qual terd suas analises realizadas no Laboratério de Bioprospecgdo e
Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA, de autoria
das alunas NAELKA DOS ANJOS FERNANDES E MELINA LAISE
NASCIMENTO DOS SANTOS, regularmente matriculadas no Programa de Pos-
Graduagiio em Biociéncias, nivel MESTRADO, com nimeros de matricula 201410092

€ 201410091, respectivamente, com inicio em 10/2014 e término em 10/2016.

Santarém — Pa, 14 de outubro de 2015.
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Anténio-Humberto Hamad Minervino
Coordenador Adjunto do PPGBiociéncias
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO

ne:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS
PROJETO: “Avaliacdo da exposicdo pre-natal de mercurio total em
gestantes de Santarém — Para”.

Data / /

A — PERFIL DO VOLUNTARIO:

NOME:

. Idade:

. Endereco: Telefone:
. Estado civil:

.Raca: ( ) branca, ( ) negra, ( ) parda ( ) asiatico

Peso: , Altura:

. Presséo arterial /
. Ocupacéo:

8. Trabalha/Trabalhou em garimpo/casa de compra de ouro/ extracdo de ouro? () sim, ( )
ndo. Quanto tempo?
9. Residiu em regido de garimpo? () sim, ( ) ndo. Quanto tempo?
10. Nivel de Escolaridade: () ensino fundamental; ( ) ensino médio; ( ) ensino superior
incompleto; () ensino superior completo; () outro
11. Vocé jateve (0) outem ( X)?

( ) maléria, ( ) dengue, ( ) febre amarela, ( ) problemas cardiacos, ( ) hepatite, ( ) presséo
arterial alta, ( ) pressdo artéria baixa, () algum tipo de cancer, qual?
Outras

() dor de cabeca, () visdo embacada, ( ) tonturas, ( ) tremores, ( ) diminuigéo de
concentragéo

12. Vocé tem filhos? , Quantos? , Algum nasceu com problemas
neuroldgicos? , Quantos?

~Nouuh~rwNPR




B - HABITOS ALIMENTARES:

Qual a origem da agua que vocé ingere? () pogo ( ) rios () mineral ( ) torneira

Quantas vezes vocé comeu peixe por semana? (Periodo gestacional)
( ) 1xporsemana ( ) 2x porsemana ( ) 3x porsemana ( ) Todos os dias

Qual a quantidade por refeicdo? (Periodo gestacional)
()50g, () 100g, ( ) 200g,

Quais peixes vocé comeu entre dezembro a maio (periodo de defeso)?

Por favor assinale em ordem de consumo: 1: mais consumido, 2: segundo mais consumido e
assim sucessivamente.

() pescada branca, () surubim, ( ) aracq, ( ) filhote, ( ) matrinxd, ( ) acari, ( ) caratinga,
( ) pirarucu, () dourada, ( )tucunaré, ( ) apapa, ( ) aruand, ( ) curimata, ( ) tambaqui, (
) charutinho, () pacu, ( )pirarara, () pirapitinga ( ) Jaraqui

Quais peixes vocé comeu entre junho a novembro?

Por favor assinale em ordem de consumo: 1: mais consumido, 2: segundo mais consumido e
assim sucessivamente.

( ) pescada branca, ( ) surubim, ( ) aracu, ( ) filhote, ( ) matrinxd, ( ) acari, ( ) caratinga,
( ) pirarucu, () dourada, ( )tucunaré, ( ) apapa, ( ) aruand, ( ) curimata, ( ) tambaqui, (
) charutinho, () pacu, ( )pirarara, () pirapitinga () Jaraqui

Acai: ( ) nunca, ( ) 1-2/semana, ( ) 3-4/semana, ( ) todo dia, ( )vezes
Castanha do Para: ( ) nunca, () 1-2/semana, ( ) 3-4/semana, ( ) todo dia, ( ) vezes

Come alguma fruta: () nunca, ( ) 1-2/semana, ( ) 3-4/semana, ( ) todo dia, ( ) vezes
Qual fruta?

Vocé recebeu alguma orientagdo sobre o0 ndo consumo de peixes carnivoros durante a
gestacdo? Sim( ) Néo ( )



ANEXO 3 - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DO ESTADO

DO PARA - CAMPUS XiI - '%"mm -
TAPAJOS UEPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE MERCURIO TOTAL NA POPULAGAD OESTE DO PARA -

SANTAREM
Pesquisador: RICARDO BEZERRA DE OLIVEIRA
Area Temdtica:
Versao: 2

CAAE: 50534215.7.0000.5168
Instituigio Proponente: Centro de Ciéncias Biologicas e da Salde - Campus XIVUEPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 1.358.210

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado que visa estudar AVALIAGAO DE MERCURIO TOTAL NA
POPULAGAD OESTE DO PARA - SANTAREM. Trata-se de uma investigagio observacional,
qualitativa/quantitativa de carater analitico e exploratorio, cujo OBJETIVO &

Awvaliar a presenga de mercirio total em populaghes da regifo oeste do Para. Como METODOLOGIA o
esfudo coletara amostras de cabelos e unhas das populacdes residentes na cidade de Santarém, assim
comao também sera coletado amostras de cabelos, unhas e placentas de gestantes doadoras que ufilizam o
Sisterna Unico de Salide do mesme municipio, além disso serd realizada medicdo de peso, altura e pressio
arterial dos participantes da pesquisa. Como critério de parficipagio da pesguisa observa-se: Ser residente
no municipio de Santarém; Gestantes residentes no

municipio de Santarém; Com idade enfre 18 e 50 anos; Coletar unhas e cabelos do mesme participants;
Asszinar o TCLE. Como critério de exclusio: Utilizar produtos quimicos nos cabelos (tinturas & permanentes)
em até 6 meses antes da parficipago na pesquisa; Apresentar cabelos de

Enderego.  Av. Placklo de Casiro, 1302

Balrmo:  Aparecida CEP: 58040050
UF: PA Municipio: SANTAREM
Telefone: [43)3512-5013 Fax- (9132762052 E-mall: mgatyshigmall com
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(Coordenador)
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ANEXO 4 - AUTORIZACAO DA SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

PREFEITURA DE

man SANTAREM

RETARIA DE SAUDE DE SANTAREM
AV. 07 DE smuno, 611 - BAIRRO SANTA CLARA - Santarém/PA

CARTA DE ACEITE

Em nome da Secretaria Municipal de Salde declaro ter
conhecimento do projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DE
MERCURIO TOTAL NA POPULAGCAO OESTE DO PARA - SANTAREM-Pa”
de autoria das académicas de Mestrado, Melina Laise Nascimento dos
Santos e Naelka dos Anjos Fernandes, dando-lhe consentimento para
realizar o trabalho nesta instituicdo, Hospital Municipal de Santarém e
coletar dados em nosso servigo, apés a aprovagdo do projeto em questdo
ao Comité de Etica, o qual é pré-requisito para o inicio da pesquisa.

Necessédrio, porém, se faz que antes da publicagdo dos resultados
o trabalho seja apresentado a esta Secretaria Municipal de Saide com o
escopo de analisar e discutir os resultados obtidos, sendo obrigatério citar
na publicagdo o nome da Universidade Federal do Oeste do Para/UFOPA e
da Secretaria Municipal de Saide, como locais de realizagdo da pesquisa.

Santarém, 23 de Outubro de 2015.

Uda
Rodenilda Oliveira Barroso
Divisdo Técnica



ANEXO 5 - AUTORIZACAO UFOPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA POS-GRADUACAO E INOVACAO TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS

DECLARACAO

Declaro ter conhecimento do projeto de pesquisa intitulado “Avaliagio de mercirio
total na populagiio Oeste do Pard - Santarém-Pa” de autoria das alunas de mestrado
Melina Laise Nascimento dos Santos e Naelka dos Anjos Fernandes ¢ sob orientagéio do
prof. Dr Ricardo Bezerra de Oliveira da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA).

Santarém - Pa, 29 de setembro de 2015,

Jﬂw 4 L% fifun

Antdnie Humberto Hamad Minervino
Coordenador Adjunto do PPGBiociéncias




ANEXO 6 - ACEITE DO ORIENTADOR

DECLARACAO

DECLARO em nome da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA, ter
conhecimento do pré-projeto intitulado “AVALIACAO DE MERCURIO TOTAL
NA POPULAGAO OESTE DO PARA - SANTAREM, de autoria das alunas
NAELKA DOS ANJOS FERNANDES E MELINA LAISE NASCIMENTO DOS
SANTOS, regularmente matriculadas no Programa de Pés-Graduagdo em
Biociéncias, nivel MESTRADO, sob orientagdo do Prof. Dr. Ricardo Bezerra de
Oliveira. Dou-lhes consentimento para realizarem o trabalho nesta Instituigao e
coletar dados em nosso espaco fisico durante o periodo preestabelecido no
cronograma.

Santarém (PA), /. de ()gh«ﬁ de 2015.

/dv% PYne e A

Prof. Dr Ricardo Bezerra de Oliveira
Assinatura do Orientador
UFOPA — Campus Santarém
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""" Diregao
Universidade Federal do Oeste do Para- UFOPA \\
Campus Santarém ™



