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RESUMO

A exposicdao humana a mercdrio tem sido alvo de preocupacdo devido a seus
potenciais efeitos toxicos. Criancas podem ser expostas a mercurio pelo leite materno, e
a presenca desse metal no leite pode ser influenciada pela alimentagdo materna. Este
estudo teve como objetivos analisar as concentra¢des de mercurio total (THg) em leite
humano de mulheres residentes no Distrito Federal, correlacionar estes niveis com a
dieta materna e avaliar os riscos da exposi¢do infantil a mercurio pelo consumo de leite
humano. O estudo incluiu dois grupos de amostras de leite, sendo o primeiro de
amostras coletadas de 18 mées entre 0s dias 15 e 90° de lactacéo (7-8 amostras/mae) e o
segundo de 100 amostras de leite humano coletadas de bancos de leite. As amostras de
leite sofreram digestdo &cida em microondas e THg foi analisado por espectrometria de
fluorescéncia atdmica. Dois recordatorios alimentares de 24H foram utilizados para
estimar o consumo alimentar habitual e um questionario de frequéncia alimentar para
avaliar a frequéncia de consumo de peixes pelas maes do primeiro grupo. Nao houve
alteracdes significantes nos niveis de THg no leite durante os 90 dias de lactacdo, com
media total de 6,47+5,80 ng/mL (n=142), variando de <0.76 a 22.7 ng/mL entre as
mées. Houve correlacdo estatisticamente significativa (p < 0.05) entre concentragdo de
THg e consumo materno de gordura, carboidrato e vegetais, mas ndo com o de peixes.
A maior parte das criancas (77,8%) estiveram expostas a niveis de THg que levam a
uma ingestdo maior que aquela considerada segura (PTWI de 5pg/kg pc) em algum
momento durante os 90 dias de lactagdo. A concentracdo média de THg encontrada nas
amostras de bancos de leite foi de 2,68 + 1,72 ng/mL, com valores entre <0,26 e 7,2
ng/mL. Cerca de 20% das amostras apresentaram niveis de THg acima de 3,9 ng/mL, 0
que poderia representar uma exposicdo de bebés prematuros e de baixo peso acima da
PTWI (considerando 2,5 kg pc e 450 mL consumo diario de leite). Apesar dos
resultados desse estudo mostrarem niveis altos de THg em algumas amostras de leite
humano, este é um alimento completo e vital para bebés prematuros e de baixo peso, e
os beneficios de seu consumo superam 0s potenciais riscos advindos da exposicdo a

mercurio.

Palavras chave: mercurio total, leite humano, lactacdo, bancos de leite, dieta materna,

exposicdo infantil a mercurio.



ABSTRACT

Human exposure to mercury has been a health concern due to its potential toxic
effects. Infants may be exposed to mercury through lactation, and the presence of this
metal in breast milk may be affected by the maternal diet. The aims of this study were
to determine total mercury levels (THg) in human milk from breastfeeding mothers
residing in the Federal District, correlate these levels with the mothers’ diets, and
discuss the potential risks for the infants from the exposure to mercury. The study
analyzed two groups of milk samples, the first collected from 18 mothers who were
between the 15th and 90" day of breastfeeding (7-8 samples/mother), and the second
comprised of 100 samples obtained from human milk banks. Milk samples were acid
digested in a microwave and THg analyzed by fluorescence atomic spectrometry. Two
24-hour dietary recall questionnaires to assess the usual food consumption and a food
frequency questionnaire to obtain fish consumption information were applied to the
mothers of the first group. There were no significant changes in THg levels during the
90 days of lactation, with a mean concentration of 6.47+5.80 ng/mL (n=142), ranging
from <0.76 to 22.7 ng/mL among the mothers. There was a significant correlation (p <
0.05) between THg concentrations in milk and the mothers’s consumption of fats,
carbohydrates and vegetables, but not of fish. Most of the infants (77.8%) were exposed
to THg levels that lead to an exceedance of the Provisional Tolerable Weekly Intake
(PTWI, 5 pg/kg bw) at least once during lactation. The mean THg level in the milk bank
samples analyzed was 2.68 + 1.72 ng/mL, ranging from <0.26 to 7.2 ng/mL. About 20%
of these samples had THg levels higher than 3.9 ng/mL, which may represent exposure
levels exceeding the PTWI for premature and low body weight infants (considering 2.5
kg bw and 450 mL daily milk consumption). Although the results of this study showed
that mercury levels in some milk samples were high, human milk is nevertheless
considered a complete food and vital for premature and low weight infants, and the

benefits of its consumption outcome the potential risks from mercury exposure.

Keywords: total Mercury, human milk, lactation, milk banks, maternal diet, infant

exposure to mercury.



1. INTRODUCAO

O mercurio pode ser encontrado na natureza nas formas elementar, organica e
inorganica, que possuem diferentes vias de exposi¢cdo e mecanismos de toxicidade. O
mercrio elementar (Hg%) é um metal liquido, volatil & temperatura ambiente, e a
exposicao ocupacional a seus vapores toxicos na industria ou mineracdo pode causar
efeitos adverss graves, como fraqueza muscular, ansiedade, agressividade e deméncia
(WHO, 2008; Syversen e Kaur., 2012).

A populagdo geral estd exposta ao mercurio pelo consumo de alimentos,
principalmente de peixes, onde o metal estd presente na forma organica (metilmercurio,
MeHg) (UNEP, 2002; Malm et al.,1995; Kehrig et al., 1998). O MeHg é formado em
ambiente aquatico a partir da metilagdo por bactérias do mercdrio inorganico (Hg™)
(King et al, 2000). Cerca de 90% do mercdrio organico ingerido na dieta € absorvido
pelo trato gastrointestinal (Chapman & Chan, 2000). O MeHg atravessa a barreira
placentaria e hematoencefélica podendo comprometer o desenvolvimento neuroldgico
dos fetos, causando danos muitas vezes irreversiveis (WHO, 2008; Grandjean et al.,
1995).

Recém nascidos em est4gio de lactacdo sdo expostos a mercurio pelo consumo
de leite humano e a presenca desse metal no leite estd condicionada a véarios fatores,
incluindo caracteristicas socio-demogréficas, estilo de vida e dieta da mée (Garcia-
Esquinas et al., 2011; Da Costa et al, 2004). Niveis de mercdrio total (THg) em leite
humano tem sido relatado por varios autores, com concentracdes medias normalmente
entre 0,3 e 4 ng/mL (Miklavcic et al., 2011; Garcia-Esquinas et al., 2011; Gundacker et
al, 2002; Behrooz et al., 2012; Al-Saleh et al, 2003). No Brasil, estudos realizados na
Amazbnica e regido Centro-Oeste e indicam concentracBes medias de mercirio em

torno de 5.7 ng/mL, acima da média mundial, (Barbosa & Dérea, 1998; da Costa et al.,
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2004). Entre 38 e 50% do THg no leite humano encontra-se na forma de MeHg
(Orkarsson et al., 1996; Miklavcic et al., 2011).

Apesar da ocorréncia de mercurio no leite humano, a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda que todos os bebés sejam amamentados exclusivamente até 0s
06 meses de idade, ja que os beneficios da amamentagdo superam os riscos relacionados
a presenca do mercario (WHO, 2007). A lactacdo fornece protecdo natural ao bebé
contra varias doences e 0s nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento (Lucas et al.,
1990; WHO, 2002). Determinar os niveis de mercurio em leite humano, os fatores que
determinam estes niveis e avaliar os riscos da exposicdo a este metal toxico € importante
para medir o impacto na saude da crianca e avaliar a necessidade de medidas para

minimizar este risco numa dada populagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Mercurio e ambiente

Mercdrio € um metal largamente distribuido na natureza que, dependendo do
nivel de exposic¢do, pode ser altamente toxico para 0 homem. MercUrio é encontrado em
diversas formas: elementar (também conhecida como metélica, Hg®), inorganico (ex:
cloreto de mercurio, Hg™) e organico (metil mercurio, MeHg). Cada uma dessas formas
apresenta diferentes toxicidades, incluindo efeitos no sistema nervoso central, sistema
digestivo, imune, hepatico e renal (WHO, 2007).

O ciclo natural de deposigéo e transformacéo do mercirio no ambiente envolve a
evaporagdo natural da crosta terreste (ocorréncia natural), principalmente da atividade
vulcéanica, queimadas, aquecimento de rochas e processos bioldgicos, e a emissdo do
metal em sua forma metalica ou inorgénica por fabricas e indutrias (origem
antropogénica) e da atividade mineradora. Na atmosfera, o mercurio é oxidado para a
forma inorgénica e depositado nos solos e dgua (Figura 1).

O MeHg ¢é formado na natureza pelo processo de metilagcdo da forma inorganica
por intermédio de bactérias aqudticas redutoras de sultato (King et al, 2000). A
eficiéncia desse processo depende basicamente da quantidade de mercUrio inorganico
disponivel e do grau de atividade das bactérias, que necessitam de um ambiente com
temperatura, pH e presenca de agentes complexantes especificos (Ullrich et al., 2001).
O MeHg tem caracteristica lipofilica e pode ser absorvido pelo plancton, que sdo
consumidos por peixes e moluscos, promovendo seu aumento nos niveis troficos

maiores da cadeia alimentar (Polak-Juszczak, 2012).
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Figura 1. Ciclo de deposicdo de mercurio (US-EPA, 2004)

A concentracdo de mercurio no solo varia largamente no planeta. Gil et al.
(2010) determinaram o contetido de mercurio total (THg) em cinco diferentes tipos de
solo calcario na Espanha (natural, terra seca, estufa, irrigado e solo de fazendas de
arroz). A concentragcdo de THg nos solos variou de 0,0094 a 1,585 mg/kg (média de
0,102 mg/kg), com solo de fazendas de arroz apresentando 0s maiores niveis. Em outros
paises, como Bélgica, Franca, China e Japdo, as concentragdes de THg em diferentes
tipos de solo variaram entre 0,001 e 4,190 mg/kg (Tack et al., 2005 ; Fong et al., 2007 ;
Grimaldi et al., 2008; Tomiyasu et al., 2003). Em area de protecdo ambiental localizada
na estacdo ecoldgica de Tripui em Minas Gerais, as concentracdes de THg encontras no

solo variaram entre 0,09 a 1,23 mg/kg (Palmieri et al., 2004).



A regido Amazonica apresenta elevados niveis de mercurio comparados a outras
regides do Brasil e do mundo, e até o final dos anos 90, achava-se que estes altos niveis
eram devidos & intensa e extensa atividade garimpeira na regido, que utiliza esse metal
na extracdo de ouro. Lechler et al. (2000) coletaram sistematicamente amostras de agua,
sedimentos e peixes ao longo de 900 km do rio Madeira na Amazonia brasileira. Os
resultados das analises mostraram que, apesar das concentragBes de mercUrio estar
acima da média global, elas refletiam a ocorréncia natural desse metal na regido. Os
impactos da atividade humana estavam restritos apenas as areas onde 0s garimpos de
outro estavam localizadas. Roulet & Lucotte (1998) concluiram que 97% do mercUrio
presente no solo da regido amazonica tém origem preé-antropogénica, semelhante ao que
foi relatado por Fadini & Jardim (2001) em estudo realizado na bacia do rio Negro.

Do Valle et al. (2006) avaliaram os niveis de mercurio em trés diferentes tipos
de solo da Amazonia ndo impactado pela atividade garimpeira. Os niveis variaram entre
25 e 764 mg/kg, sem diferenca estatistica entre solos da regido industrial e solos
afastados das fébricas. Niveis semelhantes foram encontrados por Roulet & Lucotte
(1998) em solos da bacia do rio Tapajés (90 — 210 mg/kg), Lecher et al. (2000) nas
bacias do rio Negro (48 - 212 mg/kg) e Jau (61 -103 mg/kg) e Fadini & Jardim (2001)
em solos do rio Negro (81-320 mg/kg).

Apesar dessa ocorréncia natural, existe um aumento da mobilizacdo
antropogénica de mercurio em ambientes terrestres e aquaticos, principalmente em
paises em desenvolvimento (UNEP, 2002), e os niveis no meio ambiente quase
dobraram nos ultimos 100 anos (Schuster et al. 2002). Muller et al. (2001) encontraram
concentragdes médias de mercurio variando entre 7 e 51 mg/kg em trés diferentes tipos
de solos contaminados por mercudrio inorganico em 1972 em uma regido da Dinamarca.

Birkett et al. (2001) encontraram nives de THg variando entre 0,1 e 8,13 mg/kg em
7



solos de uma regido da Inglaterra conhecida por intensa descarga de mercUrio
inorganico por uma inddstria farmacéutica. No Brasil, Durdo-Junior et al. (2009)
avaliaram niveis de mercurio em diferentes fracdes de solos e tanques de retengdo de
agua de uma antiga mina de ouro na bacia do rio Descoberto em Minas Gerais onde
houve extensa atividade garimpeira. Moradores dessa area relataram encontrar
“bolinhas prateadas” no solo, que apresentaram concentracOes de até 161 mg/kg THg.
Em éreas de garimpo, a forma metélica do mercurio é a mais predominante no solo,
porém este estudo mostrou que o mercdrio, presente na regido ha mais de 50 anos, vem
sofrendo constante processo de oxidagdo, e 0s niveis de mercurio inorganico chegaram

a 100 mg/kg em algumas amostras.

2.2. Mercurio em alimentos

O consumo de peixes é considerado a maior fonte de exposi¢do humana a
mercurio, principlamente na sua forma orgénica. Cerca de 90% do THg encontrado nos
peixes estd presente como MeHg (Malm et al., 1995; Kehrig et al., 1998), e devido ao
seu carater lipofilico e seu potencial de bioacumulagdo na cadeia alimentar aquética,
maiores niveis de MeH s&o encontrados em peixes predadores (piscivoros).

Lima et al. (2005) encontraram niveis de THg em peixes piscivoros da regido
amazonica variando de 0,3ug/g até 2,68ug/g, mais altos que os encontrados em peixes
nao piscivoros (0,016 — 0,406 pg/g). Os niveis médios de encontrados por Dérea et al.
(1998) no Rio Madeira foram de 0,8 e 0,18 ug/g para peixes predadores e nao
predadores, respectivamente. Mais recentemente, Vieira et al. (2011) encontraram
concentragdes médias de THg em figado (0,45 + 0,27ug/g) ¢ musculo (0,26 + 0,05
ug/g) de peixes piscivoros em regides de garimpo da regido amazonica maiores que as

encontradas em figado de peixes piscivoros em areas também da regido amazo6nica mas
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longe dos garimpos (0,3+ 0,03ug/g). Na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul,
niveis de mercurio encontrados em crocodilos por Vieira et al. (2010) variaram de 0,02
até 0,36 pg/g, com pelo 70% na forma de MeHg.

Mercdrio pode estar presente em outros alimentos em concentragdes
semelhantes aquelas encontradas em peixe. Niveis de THg em vegetais e frutas
(incluindo repolho, mandioca, cara, batata doce, manga e caju) cultivados em duas
regibes de garimpo as margens do rio Tapajés foram avaliados por Egler et al. (2006). A
concentragdo media encontrada nas amostras coletadas na regido de S&o Francisco foi
de 2,5543,08 pg/g, estatisticamente maior que aquela encontrada na regido de
Creporizinho (0,12+0,11png/g). Segundo os autores, a maior concentracdo em S&o
Francisco se deve provavelmente ao processo de cianidagdo utilizado para extragdo de
ouro na regido que forma complexos sollveis de mercurio mais molibizados no
ambiente e mais absorvidos pelas plantas que o mercdrio metélico. Niveis mais baixos
de mercurio foram encontrados nas raizes das plantas (Sao Francisco: 0,41 ug/g +0,30;
Creporizinho: 0,26+0,25 pg/g) (Egler et al., 2006). Shi et al. (2005) analisaram 15
amostras de arroz irrigado de 15 provincias chinesas e encontraram valores entre 6,3 e
39,3ng/g, sendo 7-44 % na forma de MeHg. Estudos conduzidos em &reas de mineracéo
ou de alta poluicdo na China reportaram concetra¢des de THg em arroz irrigado entre
2,53 e 1120 ng/g, sendo que entre 1,4 e 93% do mercurio presente na forma de MeHg
(Feng et al., 2010).

Num estudo de dieta total, Favaro et al. (1997) avaliaram os niveis de mercurio
nas dietas de Manaus, Santa Catarina e Mato Grosso, analisando os alimentos tipicos
consumidos em cada regido, incluindo cereais, peixes, vegetais e frutas. Niveis de THg

nas dieta de Manaus e Mato Grosso foram similares (87 pg/kg), mas superiores aqueles



encontrados na dieta de Santa Catarina (19 - 22 pg/kg), caracterizada pelo menor

consumo de peixe.

2.3. Mercurio em leite humano

Criancas em estagio de lactagdo estdo sujeitas a exposi¢do de mercurio tanto na
forma orgénica quanto em sua forma inorgénica (Bjornberg et al, 2005). Oskarsson et al
(1996) encontraram que cerca de 50% desse metal estd na forma organica (MeHg) no
leite humano, enquanto Miklavcic et al. (2011) estimaram em 38% esta razao.

Os niveis de mercdrio em leite humano estdo relacionados principalmente com
variaveis socio-demograficas, estilo de vida e dieta materna. Norouzi et al. (2010)
encontraram correlagdo estatisticamente significante entre o peso das mées, nimero de
amalgamas dentarios e idade da mae com os niveis de mercurio em leite. Garcia-
Esquinas et al. (2011) coletaram 100 amostras de leite na terceira semana de lactacéo de
mulheres residentes na Espanha e obtiveram dados de consumo alimentar por meio de
um Questionario de Frequéncia Alimentar (FFQ). Os autores relataram concentracéo
media de mercurio de 0,53 ng/mL (0,03-2,63ng/mL), com niveis levemente maiores em
mulheres expostas a fontes conhecidas desse metal (améalgamas dentérios e consumo de
peixe), porém esse aumento nao foi estatisticamente significante.

Behrooz et al. (2012) coletaram 80 amostras de leite de mulheres néo
ocupacionalmente expostas de duas regides urbanas e uma regido rural do Iran. Niveis
mais elevados de THg foram encontrados nas amostras de mées da area rural (0,86+0.26
ng/g) comparado aquelas de mées de areas urbanas (0,12+0.06 e 0,15+0,06 ng/g). Na
Arébia Saudita, Al-Saleh et al. (2003) encontraram, em média, 3,1 ng/g THg nas 362
amostras de leite humano em leite humano. As mulheres participantes do estudo ndo

tinham exposicdo ocupacional ao mercdrio, e os autores, reforcando os beneficios da
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amamentacgdo, recomendaram que ndo fosse medido esforgos para prevenir a exposicao
de criangas durante a lactacdo.

Yalgin et al. (2010) avaliaram como habitos alimentares, tabagismo, anemia,
niveis de zinco e ferro no leite humano, selénio, zinco e cobre séricos se relacionavam
com niveis de mercurio em leite humano de 44 mulheres saudaveis na Turquia. Foi
avaliada também a relagdo com o crescimento e desenvolvimento da crianca durante o
aleitamento materno exclusivo e o segundo ano de vida. Os resultados mostraram que
mées em condicdo de anemia e mulheres tabagistas apresentam maiores concentragfes
de mercurio no leite. Ndo foi encontrada relacdo entre concentracdo de mercurio em
leite com o crescimento e desenvolvimento das criancas.

No Brasil, Dorea e Barbosa (1998) avaliaram os niveis de mercurio em leite
humano ao longo do rio Madeira, na bacia Amazonica, area com importante atividade
garimpeira. As concentracdes de mercdrio em leite variaram entre 0 e 24,8 ng/g, com
media de 5,8 ng/g (n=47). Os autores encontraram correlagdo positiva e estatisticamente
significante entre a concentragdo de mercirio no cabelo das criangas e de suas
respectivas maes, porém ndo entre mercdrio no cabelo e em leite humano das mées.

Da Costa et al. (2004) encontraram em uma populacdo considerada como de
baixo consumo de peixe (Brasilia) niveis de mercurio em leite humano (média de 5,73
ng/g) similares aos encontrados na regido amazodnica. Os autores sugerem correlagéo
entre nimero de amalgamas dentarios da mde com concentracdo de mercurio
encontrado no leite, mas ressaltam que a vaporizacdo de mercdrio proveniente de
amalgamas dentarios € minima e ndo estd certo se causa maleficios ao feto e recém
nascido.

A Tabela 1 mostra as concentragdes médias de mercurio em leite humano

encontradas no Brasil, e em estudos conduzidos em outros paises nos ultimos 10 anos.
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Os niveis encontrados no Brasil sdo maiores que aqueles descritos para a Europa e para

o Oriente Médio. Amostras de colostro provenientes da Mal&sia apresentaram a maior

média entre os estudos.

Tabela 1 — Concentrages de mercurio total em leite humano encontradas ao redor do

mundo.
Periododa  No. de
Pais lactacdo  amostras Media, ng/L. Faixa ng/L Referéncia
Brasil 05-15 47 58+5.9 0-24.8 Barbosa e Dorea,
(Amazonia) meses 1998
Brasil +21°%dia 20 5.73-5.46 1.8 -23.07 Da Costa et al, 2004
(Brasilia)
Austria 2 - 14°dia 116 159+1.21 - Gundacker et al,
2002
Eslovénia - 284 0.3 Miklavcic et al ,
2011
Espanha 3% semana 100 0.53 0.45-0.62  Esquinas-Garcia et
al (2011)
Arabia Saudita - 362 3.10+ 4,05 <LOD-  Al-Salehetal. 2003
47.2
Turquia 10 - 20° dias 44 3.42 +1.66 0.35-6.9 Yalgin et al, 2010
Iran - 80 0.39+0.1 nd - 5.86 Behrooz et al, 2012
Malasia 4° dia 38 7.23+1.16 - Norouzi et al, 2012

2.4. Exposi¢do humana a mercurio e toxicologia

O sistema neuroldgico € o principal alvo da toxicidade do mercirio, e o0s

sintomas decorrentes da exposi¢do podem levar de semanas até alguns meses para

aparecerem, dependendo da dose e do periodo de exposigdo (Clarksson, 2002). Esses

sintomas

incluem tremores,

eretismo,

insbnia, perda de memoria,

alteragdes

neuromusculares, dores de cabeca e deficiéncias cognitivas e motoras. Os efeitos
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apresentam intensidades diversas e podem se tornar mais Severos e irreversiveis.
Parestesia, dorméncia e sensagdo de agulhas no corpo sdo 0s primeiros sinais de
envenenamento podendo evoluir para ataxia cerebelar, disartria e perda da capacidade
auditiva (WHO, 2008).

A exposicdo humana a forma metéalica do mercirio ocorre principalmente via
inalagdo dos vapores de mercurio durante processos industriais em eventos acidentais e
ocupacionais (WHO, 2008; Akyildiz et al. 2012; Salthammer et al. 2011; Counter &
Buchan, 2004). A populacdo geral pode se expor a vapores de mercirio advindo de
amalgamas dentarios, que contém aproximadamente 50% de mercirio, entre outros
metais como cobre e prata, e sdo utilizadas ha mais de 150 em restauracdes dentarias (
da Costa et al, 2004; Norouzi et al. 2012). O mercurio pode evaporar na cavidade bucal,
ser inalado e absorvido pelos pulmdes (Clarkson, 2002). Al-Saleh et al (2012)
mostraram que baixa exposicdo a mercdrio devido a presenga de amalgama dentario
afeta a fungéo renal de criangas de 5 a 15 anos, num mecanimso que provavelmente
envolve estress oxidativo.

Os compostos organicos de mercurio foram sintetizados pela primeira vez no
ano de 1860 em Londres, quando dois cientistas foram a 6bito em decorréncia de
envenenamento pelo metal. No inicio do século XIX, pesquisadores descobriram
potentes propriedades fungicidas associadas ao uso de compostos de merclrio em
lavouras, principalmente no plantio de cereais. O extenso uso desses fungicidas
promoveu sérios acidentes. No Iraque em 1970-1971, grdos de trigo contaminados com
mercurio foram utilizados para a fabricacdo de farinha e mais de 6.000 pessoas foram
admitidas em hospitais com sintomas de intoxicagdo (Clarkson, 1998). Estudos
epidemioldgicos retrospectivos sugerem que mais de 40.000 individuos possam ter sido

contaminados (WHO, 2008)
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A capacidade de bioacumulacdo do MeHg nos organismos aquaticos ficou
evidente em um acidente ocorrido no Japdo na década de 1950. Pesquisadores notaram
que eventualmente pescadores e suas familias na baia de Miamata sofriam de uma
doenca neuroldgica apresentando sinais de desorientacdo, alteragdes visuais e
dorméncia nas extremidades. As investigacdes apontaram para uma fabrica que
utilizava compostos inorganicos de mercurio como catalisador, e derramava seus
dejetos nas aguas da baia, contaminando os peixes consumidos pela populagdo. Foram
registrados mais de 12.500 casos de intoxicacdo e mais de 900 pessoas foram a 6bito
neste evento, que ficou conhecido como “Desastre de Miamata” (Clarkson, 2002).

Cerca de 5% do THg ingerido é encontrado no sangue e a concentracdo nas
células vermelhas é 20 vezes superior & no plasma sanguineo (ATSDR, 1999). Quase
todo MeHg é absorvido pelo trato gastrointestinal (90%) e distribuido no organismo, em
um processo que dura aproxidamente 30 horas (ATSDR, 1999). O MeHg atravessa a
barreira placentaria e os niveis no cerebro de bebés é proporcional a concentragdo
encontrada no sangue materno (Clarkson, 2002). No organismo, MeHg é metabolizado
a mercurio inorgéanico e ndo ha evidéncias de formacéo de nenhuma forma orgénica do
metal nos tecidos (Goyer & Clarkson, 2001). Aproximadamente 10% do mercdrio
inorganico (Hg™" ou sais) é absorvido pelo sistema digestivo, podendo sofrer redugéo no
figado pela acdo da enzima glutationa peroxidase e exalada em forma de vapor pelos
pulmdes (ATSDR, 1999). A meia vida do mercurio inorganico no homem é de 60 dias
(Hursh et al., 1978), e a urina € o melhor biomarcador de exposicdo a mercurio
inorganico (Risher e De Rosa, 1997).

Os niveis de mercurio em cabelo € um bom biomarcador da exposicéo cronica
ao metal e pelo menos 70% do THg presente no cabelo estd na forma organica (Malm et

al., 2010). O merclrio é incorporado ao cabelo durante seu crescimento e a
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concentragdo de mercurio no cabelo de criancas é proporcional aos niveis sanguineos
maternos (Tian et al., 2010). A quantidade, o tipo de peixe consumido e a sazonalidade
parecem alterar a dindmica de excre¢do capilar de mercurio (Malm et al., 2010). Além
dos sintomas neuroldgicos, Rasanen e Mutanen (1995) sugerem que a ingestdo de
mercurio proveniente do consumo de peixes estd associado com aumento do risco de
infarto agudo do miocardio e com o niumeros de mortes por doencas cardiovasculares.
Em criancas, a exposicdo intrauterina ao mercurio pode trazer maleficios & saude do
bebé mesmo que a mée ndo apresente sintomas de intoxicagdo, fato observado por
Harada et al. (2011) que acompanhou o desenvolvimento da doenca de Miamata no
Japdo. A exposi¢do via leite humano durante a amamentacdo também podem levar ao
comprometimento do sistema nervoso (Rice et al, 2000; WHO, 2002; Grandjean et al.,
2007).

Outra forma organica do mercurio, o etilmercirio tem sido utilizado como
agente bactericida em vacinas para criancas, também conhecido como thimerosal,
conservante com cerca de 50% de mercurio. A exposicdo de criancas a etilmercurio
durante a vacinacdo juntamente com a ingestdo de mercurio pelo aleitamento materno e
formulas infantis pode significar um risco para a saude dessa populagdo (Pichichero et
al., 2009; Dorea et al., 2010; Marques et al., 2007). Os potenciais efeitos nocivos do
etilmercdrio sdo baseados na semelhanga toxicoldgica desse composto com o MeHg
(Clarkson, 2002)

Os acidentes ocorridos na baia de Minamata no Jap&o e no lraque motivaram
pesquisadores a desenvolver estudos epidemioldgicos em larga escala a fim de estudar
os efeitos toxicos do mercurio pela exposicdo uterina. O Seychelles Child Development
Study (SCDS) conduzido nas ilhas Seychelles no oceano indico é um estudo

longitudinal e prospectivo que examinou a exposicao de fetos a MeHg pelo consumo de
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peixes por parte das maes (Davidson et al., 1996). O estudo acompanhou e realizou uma
bateria de exames em 779 criangas de 6 a 107 meses de idade. N&o foram encontrados
comprometimento no desenvolvimento neuroldgico de criangas de 66 meses apds
exposicdo pré e pos natal a mercurio mesmo com o elevado consumo de peixes pelas
maes Estudos realizados nas ilhas Faroe, no Atlantico Norte apontaram um déficit da
capacidade cardiovascular de criangas de 7 a 14 anos cujas maes tinha alta ingestéo de
MeHg pelo consumo de carne de baleia e outros peixes (Grandjean et al., 1997). Outros
trabalhos utilizando dados obtidos nos estudos conduzidos na Nova Zelandia, ilhas
Seychelles e Faroe mostraram associagéo positiva entre exposicao precoce a esse metal
com comprometimento da fungdo neuroldgica de criangas e perda de pontos no
coeficiente de inteligéncia (Axelrad et al., 2007; Cohen et al., 2005). Todavia, Thurston
et al. (2007) utilzando dados do programa de desenvolvimento infantil das ilhas
Seychelles (SCDS) observaram que o aumento da pressdo arterial em criancas esta
relacionado com o indice de massa corporal e pressdo arterial da mée durante a gestacéo
e ndo necessariamente com a exposicdo pré-natal a MeHg .

Os estudos conduzidos nas ilhas Seicheles e Faroe foram avaliados pelo JECFA
(FAO/WHO Joint Expert Committee on Food Additives), e serviram de base para o
estabelecimento da ingestdo semanal méxima (Provisional Tolerable Weekly Intake,
PTWI) para MeHg de 3,3 pg/kg/pc para a populagao geral e de 1,6 pg/kg para mulheres
em idade reprodutiva (WHO, 2004). Adicionalmente, foi estabelecido uma PTWI de 5
ug/kg/pe para THg, parametro que foi substituido em 2010 para 4 pg/kg/pc para
mercurio inorgénico, que considera a exposi¢ao por meio do consumo de alimentos em
geral sem considerar peixes (WHO, 2010).

Passos et al. (2002) examinaram a influéncia do consumo de alimentos

tradicionais da regido amazdnica e exposicdo a mercdrio. Amostras de cabelo de 26
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mulheres adultas de uma comunidade com consumo regular de peixe foram coletadas
mensalmente por 12 meses e analisadas. Os resultados indicaram que mulheres que
apresentavam maior consumo de frutas tinham exposi¢do menor a merclrio, e 0s
autores sugerem que, possivelmente, substancias fitoquimicas presentes nas frutas
podem alterar a absorcéo, excrecdo, transporte e metabolismo do mercdrio. Todavia, 0S
autores concluem que sdo necessarios mais estudos com populagbes maiores e 0
controle de outras varidveis para melhor elucidar esses achados. Chapman e Chan
(2000) apontam o selénio e a vitamina C como possiveis nutrientes protetores na
absorcdo e excrecdo de mercurio e sugerem que sd0 necessarios mais estudos sobre a
toxicocinética do mercirio em humanos, pois grande parte foi conduzida em modelo
animal.

A meia-vida do mercurio em mulheres em estdgio de lactacdo é de
aproximadamente 42 dias, enquanto que em mulheres que ndo estdo amamentando é de
75 dias, indicando uma maior mobilizacdo desse metal em mulheres lactantes
(Greenwood et al., 1978). Os ricos e beneficios do consumo de peixe durante a gravidez
e lactacdo dependem em grande parte da quantidade e tipo de peixe consumido pela
mae. Em 2006, o Instituto de Medicina dos Estados Unidos recomendou que mulheres
em idade reprodutiva evitassem o consumo de peixes predadores (IOM, 2007).
Entretanto o0 mesmo documento estimula o consumo semanal de 100 a 400 g,
principalmente peixes que contém concentragdes mais altas de EPA (&cido
eicosapentaenoico) e DHA (acido docosaexandico), como salméo (4,1 mg/g de EPA,
14, 3 mg/g de DHA), truta (2,6 mg/g de EPA; 6.7 mg/g de DHA) e sardinha (4,7 mg/g
de EPA; 4,1 mg/g de DHA) (Martin et al 2006). Esses &cidos graxos apresentam
diversos efeitos benéficos a salide da mae e do bebé, inclusive contribuindo para melhor

desenvolvimento do processo cognitivo (Richardson et al., 2005)
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Estimar os niveis de ingestdo de mercurio pela dieta é fundamental para avaliar
0s potenciais riscos desta exposi¢do para a salde humana (Jardim & Caldas, 2009). A
estimativa da ingestdo de mercurio pelo bebé pelo consumo de leite humano é calculada
multiplicando a concentragdo de mercurio no leite pelo volume de leite consumido
dividido pelo peso do bebé (Equagéo 1):

Ingestdo = [THg x Consumo de leite humano]

(1)

Peso corporeo
O risco desta exposicdo pode ser avaliado quando se compara a ingestdo
calculada com a ingestdo semanal méxima recomendada, a PTWI (5 pg/kg pc, ou 0,71
ng/kg pc/dia, para THg). O risco pode ser expresso em % do PTWI (Eq. 2) e ele pode
ser importante quando este percentual ultrapassa 100 (Jardim & Caldas, 2009).

Ingestdo
PTWI

% PTWI = @)

Da Costa et al. (2005) estimaram a exposicdo a mercurio dos bebés pelo
consumo de leite materno em Brasilia, considerando como 4kg o peso medio de bebés
com 21 dias de vida e 150g de leite/kg de peso corpéreo o volume médio consumido
diariamente. A concentracdo media de THg em leite humano encontrada nesse estudo
foi 5,73 ng/g e 56,6% dos bebés apresentaram ingestdo de mercurio que ultrapassou o
PTWI. No Ird, a media de ingestdo de mercurio diéria encontrada por Behrooz et al.
(2011) foi de 0,064 pg/kg pc (cerca de 9% PTWI), e apenas 3,7% das amostras de leite

tinham concentragcdes de mercurio acima do recomendado pela OMS (0,5ug/g).
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2.5 Anélise de mercuario em leite humano

A analise de metais em amostras bioldgicas necessita, na maioria das vezes, de
uma etapa de digestdo da matéria organica. Para esta etapa, Garcia-Esquinas et al.
(2011) liofilizaram amostras de leite e as mesmas permaneceram durante 5 horas na
presenca de &cido nitrico (HNO3) e agua oxigenada (H.0,). Gundacker et al. (2002)
liofilizaram as amostras de leite humano a 48 °C e digeriram com 5mL de acido nitrico
por 10 minutos a 175 °C. Miklavcic et al. (2011) utilizaram no processo de digestéo
acido nitrico 65%, é&cido perclérico e acido sulftrico, seguido de aquecimento a 220 °C
durante 20 minutos.

Depois de digerida, as técnicas mais utilizadas para quantificar o mercurio sdo a
espectrofotometria de absorgdo atomica (AAS) e a espectrometria de fluorescéncia
atdmica (AFS). A AAS foi utilizada por varios autores para determinacdo de mercdrio
total em leite humano, com limites de detecgdo ou quantificagcdo entre 0,06 e 0,43
ng/mL (Esquinas-Garcia et al., 2011; Drexler et al., 1998; da Costa et al., 2005; Al-
Saleh et al., 2003).

A AFS é um método sensivel e seletivo para analise de vérios elementos de
relevancia médica e cientifica, entre eles o mercurio e oferece grandes vantagens em
termos de linearidade e niveis de deteccdo. A fluorescéncia atdbmica é um processo
espectométrico baseado na absorcgdo de radiagdo de comprimento de onda especifico da
espécie atdbmica em estado vapor, subsequente emissdo da radiagdo no mesmo
comprimento de onda, e detecgdo da radiagdo emitida (Cai, 2000). A configuragdo
basica de um instrumento de AFS consiste de uma fonte de radiacdo, um atomizador,
um sistema de selecdo de comprimento de onda, um detector de sinal e um sistema

eletronico de leitura deste sinal (Figura 2). A fonte de luz mais utilizada para analise de
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mercurio é a ldmpada em arco de mercurio, que tem sido usada em instrumentos

comerciais com filtro de 254 nm para analise de mercdrio (Cai, 2000).

hv | Wavelength | AV |
Detector Readout

Atomizer
selector

hv

Light source

Figura 2: Diagrama bésico de um equipamento de fluorescéncia atdmica (Cai, 2000)

Vérios autores utilizaram a CVAFS para analise de mercurio em leite humano,
com limites de deteccdo variando entre 0,03 e 0,07 ng/mL (Bjorberg et al., 2005;
Miklavcic et al., 2011).

O mercurio é um elemento metélico com baixa presséo de vapor (0,0016 mbar),
caracteristica que permite geracdo de vapor sem a necessidade de uma fonte externa de
calor. Na técnica de espectrometria de fluorescéncia atdmica de vapor frio (CVAFS,

Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrophotometry) os compostos de mercdrio sdo

+2 +2
normalmente convertidos a fons Hg com uma mistura fortemente &cida e o Hg é

reduzido a Hg0 através de uso de NaBH, ou SnCl, (Micaroni et al., 2000). Os vapores
de mercurio formados a 20°C sdo arrastados por um g&s inerte para uma célula onde
absorve radiagdo no comprimento de onda de 253,7 nm e o sinal de fluorescéncia
emitido pelo mercurio é proporcional a concentracdo do metal presente na amostras

(Cai, 2000).
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3. OBJETIVOS
Objetivo geral
Avaliar a exposicdo de criancas e recém-nascidos a mercudrio pelo consumo de

leite humano e ao longo do periodo de lactacéo

Objetivos especificos
1) Otimizar e validar a metodologia de andlise de THg em leite humano por
espectrofotometria de fluorescéncia atomica
2) Analisar os niveis de THg ao longo de 90 dias de lactagéo, e correlacionar com a
dieta materna
3) Avaliar os riscos da exposicdo dos bebés a THg durante os 90 dias de lactagéo
4) Analisar os niveis de de THg em amostras de leite humano coletadas em bancos
de leite do Distrito Federal e os riscos do consumo deste leite por bebés prematuros e

de baixo peso.
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4. METODOLOGIA
4.1. Amostras de leite humano

Neste estudo, dois grupos de amostras de leite foram analisados quanto ao teor
de mercurio total (THg). Em ambos 0s casos, 0s projetos tiveram aprovacdo no Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Sadde da UnB (Anexos 1 e 2) e as
maes doadoras assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndices 1 e
2).
4.1.1 Amostras de leite materno do Grupo 1

As amostras de leite humano deste grupo foram provenientes de um estudo
conduzido pelo Laboratério de Bioquimica da Nutricdo da Universidade de Brasilia
cujo objetivo consistia em avaliar niveis de EPA e DHA em leite humano de mulheres
submetidas a um protocolo de atividade fisica e oferta de uma porgéo de peixe (salméo)
no 75° dia de lactacdo. As maes foram recrutadas em clinicas particulares de Brasilia
entre 2002 e 2005 e acompanhadas durante 90 dias de lactacdo. No total, 63 mé&es
entraram no estudo, 31 desistiram no inicio, 32 mées aceitaram doar amostras de leite
durante 90 dias de lactagdo, mas apenas 18 completaram o projeto. Para atender aos
objetivos principais do estudo original as participantes deveriam ter idade 20 e 40 anos
de idade, cursado pelo menos o ensino médio, possuir indice de massa corporal pré-
gestacional entre 20 e 30 kg/m?, ser saudaveis, ndo tabagistas, primiparas, com criancas
saudaveis nascidas a termo (38-41 semanas de gestacdo) com aleitamento materno
exclusivo. Os pesos e alturas das maes foram aferidos utilizando o protocolo de Lohman
e 0 peso ao nascer das criangas foi obtido do prontudrio médico da mée. O peso das
criangas foi aferido por profissionais treinados nos dias 30, 60 e 90 apds o nascimento

utilizando uma balanca pediatrica Sohlene com escala de 10g.
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As amostras de leite foram coletadas pelas proprias participantes em frascos de
vidro fornecidos pelo pesquisador. As mées foram previamente instruidas sobre como
higienizar a mama antes da coleta. As amostras foram armazenadas em freezer
doméstico na residéncia da mae até a data do recolhimento pelo pesquisador que as
transferiu para o Laboratério de Bioquimica da Nutricdo, onde permaneceram

congeladas a -25°C até a andlise.

4.1.2 Amostras de leite materno do Grupo 2

As amostras de leite humano deste grupo se inserem no ambito de um projeto do
Laboratdrio de Toxicologia que tem como objetivo analisar residuos e contaminantes
toxicos em amostras de leite de bancos de leite do Distrito Federal (DF). A rede de
bancos de leite do DF é composta atualmente por 16 Bancos de Leite Humano, sendo
12 da rede publica e 4 da rede privada, além de mais 2 pontos de coleta. Previamente,
foi realizada reunido com os representantes dos bancos de leite para explanagdo dos
objetivos do projeto e esclarecimento de eventuais duvidas, e dois deles optaram por
ndo participar do projeto. Todos os bancos de leite se localizam nos hospitais regionais
da Secretaria de Satde do Distrito Federal. No Distrito Federal, existe parceria entre a
rede dos bancos de leite e 0 Corpo Militar de Bombeiros na coleta de leite humano

As amostras de leite (cerca de 20 mL) foram coletadas de duas maneiras: 1) a
mde retirava uma amostra em tubo falcon fornecido pelo pesquisador e entregava
diretamente ao bombeiro responséavel; 2) apds a coleta pelos bombeiros, as amostras
eram encaminhadas para os bancos de leite e ap6s o descongelamento funcionarios do
hospital transferiam uma aliquota para o tubo falcon fornecido pelo pesquisador. As
amostras foral levadas ao Laboratério de Toxicologia onde permaneceram a -25 °C até

a data da andlise. As amostras foram coletadas no periodo entre maio de 2011 e
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fevereiro de 2012. Dados das mées foram obtidas nas fichas individuais da doadora no
banco de leite, como idade, endereco, telefone, data do parto, peso do bebé ao nascer e
data da coleta da amostra na residéncia. Adicionalmente, as doadoras foram contatadas
por telefone, quando esta informacdo estava disponivel,para verificacdo ou
complementacdo de alguns dados.

No ambito to projeto, foram coletadas 244 amostras de leite, das quais 100

foram analisadas neste estudo. A Figura 3 mostra a localizagdo dos oito bancos de leite

de onde originaram essas 100 amostras.

Figura 3. Regides administrativas do Distrito Federal onde foram coletadas as amostras

de leite humano (n=100)

3.2. Analise de mercurio total (THg) em leite humano

Para o processo de digestdo, 1 mL da amostra foi transferido para um recipiente
de teflon e diferentes volumes de nitrico suprapuro 65% e agua oxigenada suprapuro
30% (Merck, USA) foram testados para encontrar a melhor condicdo de digestdo das

amostras de leite para posterior analise. A amostra foi digerida em um sistema de
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digestédo fechado com o aparelho Microwave DGT-100 (Provecto Sistems, Brazil). O
programa de digestdo foi otimizado em 790W (5 minutos), 500W (5 minutos), OW (5
minutos) 790W (5 minutos) e 700W (5 minutos). A amostra digerida foi transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL e seu volume completado com &gua nanopura
(Ultrapure Water System, Barnstead). THg foi analisado por espectrometria de
fluorescéncia atdbmica (AFS) no equipamento PSA 10.023 Merlin system (PS
Analytical, Kemsig, Sevenoaks, UK), utilizando como solucdo redutora o cloreto
estanoso 2%, preparada semanalmente. Duas aliquotas de cada amostra foram
submetidas ao processo de digestdo e andlise. As curvas analiticas foram preparadas
diariamente, com solug¢des padrido de 0,01ug/L; 0,025ug/L; 0,05 ug/L; 0,1 pg/L e
0,2ug/L, preparadas a partir de uma solug¢ao padrdo de mercurio de 1000mg/L (Merck,
Germany). Material de referéncia certificado (BCR®-150; Institute for Reference
Material and Measurements, Belgium) foi utilizado para avaliar a repetitividade e
exatiddo do meétodo analitico utilizado. Esse material contém 9,4 ng/g de mercurio, com

incerteza (desvio padrdo) aceitavel de até 1,7ng/g.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizagao da metodologia para anélise de mercurio total em leite humano.
5.1.1Digestéo de amostras
Para esse teste, aliquotas de uma mesma amostra de leite humano enriquecidas
com diferentes niveis de mercurio foram digeridas com diferentes volumes de &cido

nitrico 65% e agua oxigenada 30%. Os resultados estdo mostrados na Figura 4.
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Figura 4. Amostras digeridas com diferentes volumes de reagentes.

Pode-se observar que o sinal de fluorescéncia é suprimido quando a solucéo de
digestdo inclui agua oxigenada. Por ser um agente oxidante, a presenca em excesso
desse reagente possivelmente comprometeu a reducdo do mercurio pelo cloreto estanoso
(11) e posterior deteccdo no espectrofotdmetro. Bjorberg et al (2005) e Miklavcic et al
(2011) utilizando a mesma técnica de analise de mercurio (CVAFS) também optaram
por ndo utilizar peréxido de oxigénio (H.O;) para a digestdao das amostras de leite
humano

Posteriormente, a digestdo da amostra de leite foi testada com diferentes volumes
de acido nitrico 65%. Os resultados mostraram que a amostra ficou mais limpida e
cristalina quando digerida com 2mL de HNO; (Figura 5), mostrando uma digestdo
eficiente. Esse volume de &cido nitrico foi entdo escolhido para digestdo das amostras

do estudo.
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Figura 5. Amostra de leite humano digerido com diferentes volume de &cido nitrico

65% suprapuro.

5.2 Validagdo da metodologia para analise de mercurio total em leite humano

5.2.1Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado para averiguar as possiveis interferéncias que a
matriz leite humano causa na analise de mercurio por AFS. Para isso foi feito uma curva
analitica com concentragdes de solugdes padrao de 0,01 ug/L; 0,025ug/L; 0,05 pg/L; 0,1
ng/L e 0,2pg/L em agua e leite humano digerido. Teste F de Fisher mostrou que as
variancias residuais das curvas em solvente e em matriz s&o homogéneas, e foram
combinadas para avaliar o efeito matriz usando o teste t, que ndo mostrou diferenca
significativa entre as inclinagcdes das duas curvas (Bruce et al., 1998). Dessa maneira
pode-se afirmar que as retas apresentadas na Figura 6 sdo paralelas, a matriz ndo tem
efeito na precisdo do método nessa faixa de concentracdo e que 0S possiveis
interferentes presentes na amostra de leite digerida afetam o sinal obtido no detector de
maneira constante ao longo da faixa de concentragdo estudada. A fluorescéncia é maior

nas amostras de leite devido a maior concentracdo de mercurio em relagdo a agua. Desta
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maneira, como a presenca da matriz ndo interfere na analise, a quantificacdo do
mercurio na amostra foi feita contra uma curva analitica preparada em agua.
As curvas analiticas foram tracadas diariamente para cada grupo de amostras

analisadas, com coeficientes de regresséo (R?) sempre superiores a 0.99.

350

300
250 / y=1336,9x+ 42 262
/ / R =0,0934
200 /.//
150 ’// + Agua
100 W Leite humano
50 ?/

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Fluorescéncia

y=1234,1x+1,4746
R*=0,9942

Concentracdo do padrdo (ng/ml)

Figura 6. Curva analitica em leite humano e agua para avaliacdo do efeito matriz

5.2.2 Limites de deteccdo e quantificacéo

Nesse trabalho os limites de quantificacdo e deteccdo foram obtidos em funcéo
da resposta de fluorescéncia de 1 mL de agua nanopura (branco) digerida em 2 mL de
acido nitrico (n=10). A média de fluorescéncia encontrada (B) e desvio padrdo (sd) das
leituras foi de 10,2 e 0,789 u.i.f (Unidade de Intensidade de Fluorescéncia)
respectivamente. O limite de deteccdo (LOD) e de quantificagdo foram estimados a

partir da fluorescéncia minima de detecgdo (B + 3sd=12,6 u.i.f) e quantificagdo (B +
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8sd= 16,5 u.i.f) em uma curva analitica feita no mesmo dia. O LOD e LOQ assim
estabelecidos foram 0,26 ng/mL e 0,76 ng/mL, respectivamente.

5.2.3 Exatidé&o e repetitividade

A performance do método otimizado foi avaliada pela andlise do material de
referéncia certificado (BCR®-150). Sete aliquotas deste material (aproximadamente
0,1g) foram submetidas ao processo de digestdo com 2 mL de &cido nitrico 65% e
analisadas quanto ao teor de THg. A incerteza estimada (desvio padrdo) foi de 0,94
ng/g (n=7), menor que a incerteza considerada aceitavel pelo fornecedor do material de
referéncia (1.7 ng/g), com exatiddo média de 99,67% e repetitividade (coeficiente de
variagdo) de 10,08 % (INMETRO, 2010). Os resultados (Tabela 02) mostram que o

método apresenta exatiddo e repetitidade aceitaveis.

Tabela 2. Analise de THg no material de referéncia certificado leite em p6 BCR® 150

(9,4 £ 1,7 ng/g THQ)

Replicata Peso (Q) Concentragdo obtida (ng/g) Exatiddo (%)
1 0,109 9,97 106,1
2 0,113 9,21 97,95
3 0,103 9,20 97,9
4 0,116 11,0 116,6
5 0,109 9,12 97,0
6 0,117 10,1 107,2
7 0,113 7,98 84,9

Média 9,5 101.1
Desvio padréo 0,94 10,03
Coeficiente de variacdo 9,93% 9,93%
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Abstract

Breast milk samples from 18 mothers were collected between the 15" and 90" day of
lactation, digested with nitric acid in a microwave, and total mercury (THg) levels
quantified by atomic fluorescence spectrometry. Participants responded to a 24-hour
dietary recall questionnaire on the 74™ and 76™ of day of lactation, and to a Food
Frequency Questionnaire querying frequency of fish intake over the previous 90 days.
Usual intake was estimated using the PC-SIDE software. Mean THg levels for each
mother ranged from <0.76 to 22.7 ng/mL during the period, and the mean level for all
samples (n=142) was 6.47+5.80 ng/mL. THg levels did not change significantly in most
cases over the period under study, but exposure increased for most infants on the 90"
day of lactation, with intakes exceeding the THg Provisional Tolerable Weekly Intake
(PTWI) at least one time during the period for 77.8% of the infants. The mothers
consumed mostly food from the fat and grain groups, with a significant correlation
between consumption and milk THg (p=0.006 and 0.007). A significant correlation was
also found between vegetable consumption and carbohydrate intake and THg (p= 0.015
and 0.045, respectively). No correlation was found between maternal daily fish
consumption frequency and THg levels. Although this study showed that mercury
intake by infants during lactation may exceed the toxicologically safe exposure level
(PTWI), we do believe that the benefits of lactation for both the mother and the infant

outweigh the eventual risks that this exposure may represent.

Key words

Mercury; food consumption, breast milk; infant exposure.
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1. Introduction

Breast milk is the most complete food in the human diet, providing almost all the
necessary nutrients for the baby and protection against a variety of diseases, including
diarrhea, acute respiratory infections, and otitis (Leon-Cava et al., 2002). Exclusive
breastfeeding during the first six months of life can reduce child mortality
rates (Jones etal, 2003) and chances of developing diabetes, hypertension and
cardiovascular disease in  adulthood (Pettitt, 1997; Wilson, 1998; Martin,
2005). However, milk is an excretion pathway in mammals, and may contain toxic
compounds to which the mother has been exposed, mainly from dietary sources
(Solomon and Weiss, 2002).

Mercury is a neurotoxic element widely present in the environment from natural
and anthropogenic sources (WHO, 2008). Mercury concentrations in the water,
sediment, and biota of the Brazilian Amazon are above global levels, largely due to
natural sources and natural biogeochemical processes (Lechera et al., 2000). Fish are
considered the main vehicle of dietary exposure to mercury, with mean total mercury
(THg) levels in predator fish from the Amazon region ranging from 0.1 to 0.8 pg/kg in
most studies (Berzas Nevado, 2010). Similar levels were found in predator cutlass fish
(Trichiurus lepturus) captured on the Brazilian coast (Seixas et al., 2012), but lower
levels were found in farmed tilapia (up to 0.03 pg/kg; Botaro et al., 2012) and in sea
catfish (Cathorops spixii) from estuaries in Southern Brazil (up to 0.39 pg/kg; Azevedo
etal.,, 2011). At least 90% of THg found in fish is present as methyl mercury (MeHg)
(Malm et al., 1995; Kehrig et al., 1998).

Many studies conducted worldwide have shown that chronic exposure to MeHg,
mainly during gestation and lactation, may impair fetus and infant neurodevelopment
(Grandjean et al., 1997, Jensen et al., 2005; Castoldi et al., 2008). A provisional
tolerable weekly intake (PTWI) for MeHg of 1.6 pg/kg bw for women of child-bearing
age, of 3.3 ug/kg bw for the general population, including children, and a PTWI for
THg of 5 ng/kg bw were established by the JECFA (WHO, 2004).

The consumption of fish has many beneficial effects on human health, being a
source of high quality protein, B vitamins, minerals and long chain polyunsaturated
fatty acids, including pre-formed omega-3 fatty acids (IOM, 2005). Fish intake is linked
to lower risk of coronary heart disease, and to better offspring neurodevelopment during
pregnancy and lactation (IOM, 2005; Daniels et al 2004). However, exposure of the
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mother to MeHg could deprive the child of the benefits of fish borne nutrients (Fox et
al., 2012).

Mean levels of mercury in breast milk worldwide are mostly within the range of
0.5 to 7 ng/mL (Gundacker et al., 2002; Al-Saleh et al., 2003; da Costa et al., 2005;
Yalcin et al., 2010; Garcia-Esquinas et al., 2011). Factors that affect these levels include
the mother’s area of residence, active/passive smoking, anemia, and diet (Grandjean et
al., 1995, Gundacker et al., 2002; Yagin et al., 2010; Garcia-Esquinas et al., 2011). In
most studies, milk samples were collected from each mother on a single occasion during
lactation.

The objectives of this work were to study mercury excretion in breast milk over a
90-day lactation period and correlate the mercury levels in the breast milk with maternal

food consumption for a low fish-eating population in Midwestern Brazil.

2. Material and methods
2.1 Study population

The study population was a sub-sample from a previous study which aimed to
evaluate EPA (eicosapentaenoic acid) and DHA (docosahexaenoic acid) levels in breast
milk samples of mothers who received a fish portion for consumption, and who were
enrolled in an exercise protocol. The women were contacted through private maternity
clinics in Brasilia, Brazil in 2002 and 2005 during their pre-natal follow-up. Sixty-three
mothers agreed to enter the study, but 31 decided very early not to proceed. Of the 32
mothers who agreed to donate milk samples according to the project’s protocol (during
90 days of lactation, 8 sampling days), only 18 completed the project (at least 4
sampling days). Inclusion criteria were: age between 20 and 40 years, body mass index
before pregnancy between 20 and 30 kg/m? healthy, non-smokers, primiparous,
breastfeeding exclusively, with a healthy infant born at term (38-41 weeks of gestation),
and at least high school level of education. Maternal body weights and heights were
measured at the residence according to the standardized protocol (Lohman, 1988).
Infant weights at birth were obtained from the clinic’s records. Infant weights (naked)
were measured at 30, 60 and 90 days by a trained person using a paediatric Sohlene
scale (nearest 10 g). Whenever the weight of any infant at any time was not available, it
was estimated by adding the weight at birth and the mean weight gain for the period
obtained for the other infants of the same sex.
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The study was approved by the Ethics Committee on Human Studies from the
University of Brasilia (Proj.120/09) and all participants signed the consenting form.

2.2. Breast milk samples

Breast milk samples (approx. 2 mL) were collected on the 15, 30, 45, 60, 74, 75,
76 and 90" day of lactation by hand expression into verified metal free glass vials on
the morning prior (fore milk) and after (hind milk) breastfeeding. The participants were
instructed to wash both hands and to clean the nipple with filtered water before
collecting the samples. Samples were kept frozen in the mother’s home freezer and
transported in thermal boxes to the laboratory within a maximum of 15 days after
collection, where they were maintained at -26°C until analysis.

Each mother was asked to annotate the time spent breastfeeding at each
sampling point. The volume consumed by the infant was estimated assuming a milk
flow of 13.5 mL/min (Mills and Tyler, 1992). The data were adjusted to not exceed
1100 mL/day for children up to 30 days of age and 1300 mL afterwards, according to
the expected milk volume increase through lactation (da Costa et al., 2010; Mills and
Tyler, 1992). When this information was not available, the volume was estimated based
on the mean volume estimated for the other infants of the same sex, at each collection

time.

2.3. Mercury analysis

Prior to analysis, the samples were defrosted at ambient temperature and the 2
samples from each mother for each day were combined and thoroughly homogenized.
A 1 mL aliquot of the homogenized milk sample was transferred to a Teflon vessel, 2
mL of suprapur nitric acid 65% (Merck, USA) added, the system closed, and introduced
into a Microwave DGT-100 (Provecto Systems, Brazil) for digestion. The digest was
transferred to a 25 mL volumetric flask and diluted with nanopure water (Ultrapure
Water System, Barnstead). Total mercury (THg) in the breast milk was quantified by
atomic fluorescence spectrometry in a PSA 10.023 Merlin system (PS Analytical,
Kemsig, Sevenoaks, UK) using a 2% stannous chloride solution as a reduction agent.
Duplicate aliquots of each homogenized sample were digested and analyzed. A
1000mg/L mercury standard solution (Merck, Germany) was used to daily prepare
standard curves in water in the range of 0.01 t0 0.2 ug /L (5 points). The correlation
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coefficient for each curve was always greater than 0.99. The performance of the method
was verified with certified skim milk powder reference material containing 9.4 +
1.7ng/g THg (BCR®-150; Institute for Reference Material and Measurements,
Belgium). The uncertainty estimated (0.94 ng/g, n=7) was within the acceptable limit
provided by the manufacturer, with a coefficient of variation of 9.9 %. The limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) were estimated based on the instrument
response of a blank solution (B, n=10). LOD (10 * B + 3sd) was 0.26 ng/mL and LOQ
(10 * B + 8sd) was 0.76 ng/mL.

2.4. Food intake

Participants of the study responded to a 24-hour dietary recall questionnaire on the 74",
75th and 76™ day of lactation. All data were carefully revised with each participant to
ensure detailed and accurate dietary information. On the 75" day, a 200g ready-to-eat
salmon portion (359 kcal, 17.5 g fat, 47.2 g protein, O g carbohydrate, 0.58 mg EPA and
1.9 mg DHA) was given to each mother to be consumed during lunch. The dietary data
were transferred to the Nutrition Data Systems for Research software (NDSR; Nutrition
Coordinating Center, University of Minnesota, USA). The usual intake was estimated
after a within-person variability correction was applied on the data from the 74" and
76" day. The software PC-SIDE (lowa State University, version 1.0) was used to
transform and back-transform the dietary data based on Nusser et al (1996). A food
frequency questionnaire (FFQ) was applied on the 90" day postpartum to obtain fish
consumption information of the past 3 months, and daily fish consumption frequency
was estimated. Discrete values for the frequency of consumption was 0.011 (1 day out
of 90 days), 0.033 (1 day out of 30 days), and 0.143 (1 day out of 7 days).

2.5. Statistical analysis

Data were plotted on Microsoft Office EXCEL software (version 2007; Microsoft Corp,
Redmond, WA, USA). SPSS version 20 was used for the non-parametric Spearmann
correlation tests between variables, and the significance level was set at P < 0.05.
Multilevel mixed linear model analysis using SAS 9.2 was used to evaluate the behavior

of mercury levels in breast milk over time.
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3. Results
3.1. Mercury levels in human milk and infant exposure

The participants of the study were 20-39 years of age and, on average, gained
15.3 kg during pregnancy. The infants weighed, on average, 3.3 kg at birth, gaining 2.5
kg during the first 3 months of life (Table 1). Half the infants were male.

Table 1. Maternal and infant characteristics

Mean * sd Range
Maternal (n=17).
Age (years) 27.3+50 20 -39
Height (m) 1.63 +0.06 1.54 -1.75
Weight, post-gestation (kg) 80.4 +8.8 69.6 - 100.1
Weight gain during gestation, kg 153+4.38 70-24.1
Infant, 50% male
Weight at birth, kg (n=18) 33 04 28-3.9
Weight gain (0-90 days), kg (n=14) 25%0.7 16-35
Breastfeed volume, mL
30 days (n=17) 935 + 203 500-1100
60 days (n=15) 1103+ 171 660-1300
90 days (n=13) 1261 +73 1053-1300

Total mean mercury (THg) levels over the entire period (day 15 to day 90 post
partum) for each mother ranged from <LOQ to 22.7 ng/mL, and the mean level for all
samples (n=142) was 6.47+6.04 ng/mL (highest level of 25.5 ng/mL). Figure 1 shows
the box plot of the data and the mean THg levels for the study period. Multilevel mixed
linear model analysis showed that although there was a slight tendency for THg levels
to increase during the period, this was not significant, mainly due to the high internal
heterogeneity of the mercury levels for each mother. There was a significant correlation
between maternal weight postpartum and THg at 15 days (p=0.018), and a marginal
correlation (p=0.052) between maternal weight gain and THg at 15 days, but not
between the weight after 15-90 days and the respective THg levels. No significant
correlation was found between the infant weight at any time and the respective THg
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levels, nor with infant weight gain during the first 90 days of life.
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Figure 1. Breast milk total mercury concentration (THg) in the first 90 days of

lactation in Brasilia, Brazil. Numbers of the outliers correspond to the mother’s

identification (ID): * severe outlier; ® moderate outlier

Figure 2 shows the daily exposure levels to THg of the infants of the 18
participating mothers during the first 3 months of lactation, expressed as % PTWI (5
ng/kg bw/week). Most (77.8%) had intakes exceeding the PTWI (> 100 %) at least once
during the period. Seven infants had intakes exceeding the PTWI at 30, 60 and 90 day

of lactation (between 140 and 813 % PTWI).
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Figure 2. Infant daily exposure level to total mercury (THg) during breastfeeding,
expressed in % of PTWI. *body weight and/or milk volume based on mean body weight

gain during the period, and mean milk volume for infants of the same sex.

3.2. Maternal food consumption and nutrient intake

Dietary information is shown in Table 2. The mothers consumed mostly food
from the fat and grain groups (over 7.5 portions/day), with a significant correlation
between consumption and milk THg (p=0.006 and 0.007, respectively). A significant
correlation was also found between vegetable consumption and THg (p= 0.015).
Carbohydrate, protein and fat intakes during lactation were appropriate for all mothers
(I0M, 2005). Among macro and micronutrients, significant correlation was found only
between mercury levels and carbohydrate intake (p=0.045).

The intake of DHA and EPA was low, reflecting low fish consumption by the
studied population. FFQ data showed that one mother consumed no fish during the
period of the study, eight mothers (47%) consumed fish at least once every three
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months, 2 consumed 1-2 meals with fish per month. Two mothers consumed fish three
times per week, and 4 mothers usually consume 1-2 meal per week containing fish. The
mean daily fish consumption frequency was 0.1, with no correlation with THg levels in
breast milk (Tables 2).

Table 2. Usual food group consumption and macro and micro nutrient intake of 17

participants and their correlation with total mercury milk levels.

*

Mean sd Correlation p

Fat, servings 7.9 2.7 0.595 0.006
Grains, servings 75 0.85 0.586 0.007
Fruits, servings 4.02 1.7 -0.185 0.222
Vegetable, servings 25 0.7 0.554 0.015
Energy, kcal 2643 123 -0.194 0.228
Carbohydrate, g 334.4 40.0 0.424 0.045
Fat, g 105.8 85 0.093 0.361
Protein, g 935 4.3 0.068 0.398
Phosphorus, mg 1396 221 0.110 0.337
Zinc, mg 115 2.8 0.037 0.444
Copper, mg 2.1 11 -0.012 0.481
Vitamin C, mg 156.7 19.9 -0.199 0.222
DHA, mg 0.06 0.04 -0.03 0.455
EPA, mg 0.03 0.03 -0.106 0.343
Fish frequency,

fimes/day 0.100 0.14 -0.027 0.914

sd= standard correlation; DHA= docosahexaenoic acid; EPA = eicosapentaenoic acid; *

one tail

4. Discussion
THg levels in breast milk for mothers living in Brasilia (Midwestern Brazil)
were similar (p>0.05) to those found previously in the city (5.73£5.43 ng/g; da Costa et
al., 2005) and in studies conducted in the Brazilian Amazon region (5.8 = 5.9 ng/g;
Barbosa & Dorea, 1998; Boishio & Henschel, 2000). These levels are higher than those
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found in Turkey (3.42+1.66 pg/L; Yalcin et al., 2010), Saudi Arabia (3.1+ 4.0 pg/L; Al-
Saleh et al., 2003), Austria (1.59+1.21 pg/L; Gundacker et al., 2002), Spain (range
between 0.45 and 0.62 pg/L; Garcia-Esquina et al., 2011) and Slovenia (mean of 0.3
ng/g, median of 0.2 ng/g; Miklavcic et al., 2011). Higher THg levels found in Brazil are
probably due to the fact that the Brazilian ecosystem is naturally rich in mercury in
comparison with other countries. About 50% of the THg levels in breast milk were
found as MeHg by Orkarsson et al. (1996), while Miklavcic et al. (2011) found these to
be, on average, 38% (P10=3%, P90=70%), a much lower rate than that found in
mothers’ hair (89%), and in cord blood (94%).

In this study, mercury levels in breast milk of most mothers did not show
significant changes during the 15-90 day postpartum period. According to Dorea
(2004), breast milk Hg concentrations are likely to be correlated with protein
concentration, and may be higher in colostrums, which was not available in the present
study. Indeed, Drexler and Schaller (1998) in Germany found higher levels of mercury
in colostrums (mean of 1.37+2.14 ug/L) than in 60-day postpartum milk (0.64+1.46
Mg/L). In Sweden, Bjornberg et al. (2005) also found that THg in breast milk decreased
significantly between 4 days (0.06-2.1 pg/L) and 6 weeks postpartum (0.07-0.37 pg/L),
but remained unchanged thereafter (up to 13 weeks).

Various nutritional factors have been shown to modulate the toxicokinetics and
dynamics of MeHg. In an extensive review of this topic, Chapman & Chan (2000)
reported that wheat bran fiber alters MeHg demethylation by intestinal flora in mice,
affecting mercury reabsorption and excretion. Passos et al. (2007) found, that for the
same number of fish meals, Amazon riparians consuming fruit more frequently had
significantly lower blood and hair-Hg concentrations, suggesting a possible protective
effect of the fruit. Our study found a significant positive correlation between breast milk
THg and the consumption of grain, fat and vegetable group portions (but not with fruit),
in addition to carbohydrate intake. Gundacker et al. (2002) also found an association
with cereal consumption. Mean background levels of mercury in cereals, grains and
vegetables are mainly between 1 and 6 pg/kg (Kwon et al., 2009; Meng et al., 2010;
Chen et al., 2011). About half of the mercury found in rice grain, a staple food in Brazil,
was shown to be present as MeHg in China (Meng et al., 2010). Gundacker et al. (2002)
found that mothers with lower body weights (< 60kg) had significantly higher breast
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milk mercury levels than the others, while our study showed a positive correlation
between maternal body weights and mercury levels.

THg levels in breast milk were not associated with fish consumption in our low
fish-eating population, similar to what was found in Austria with a population that
consumes fish occasionally (Gundacker et al., 2002). Significant correlations, however,
were found in high fish-eating populations, such as on the Faroe Islands (Grandjean et
al., 1995), in Germany (Drexler and Schaller, 1998), and in Iran (Behroz et al., 2012). A
study with a high fish-eating population in the Brazilian Amazon region showed that
infant hair Hg was not significantly correlated with breast milk Hg but was with
maternal hair Hg, indicating that the placenta plays a greater role in Hg transfer than
milk, even in cases of prolonged breastfeeding (1.5 years) (Barbosa & Dorea, 1998).
Sakamoto et al. (2002) reported that blood Hg levels in infants at 3 months of age were
significantly lower than those at birth. Thus, exposure to mercury, especially high
during gestation (Grandjean et al., 1998), indeed decreases during breastfeeding.

In the Faroe Islands cohort study, breastfeeding was not associated with deficits in
neuropsychological performance measured for 7-year-old children who had a relatively
high prenatal exposure to mercury (Jensen et al., 2005). Myers et al. (2009) found
several associations between postnatal MeHg biomarkers and Seychelles children’s
developmental endpoints. However, no consistent pattern of association emerged to
support a causal relationship.

The nutritional benefits of fish consumption need to be weighed against the
possibility of adverse effects due to mercury exposure in high fish-eating populations
(WHO, 2004). Grotto, et. al. (2010) found an association between mercury levels in
blood and hair and oxidative stress in Amazon communities, but they also found a
beneficial effect from fish consumption regarding the same end-point. In the United
States, government authorities recommend that women of child- bearing age, nursing
mothers, and young children do not consume fish with high mercury content, and not
consume more than 340 g of other fish per week (US FDA, 2004). Lando et al. (2012)
found that the targeted groups of women were aware of the FDA/EPA guidelines,
however the mothers and their children may not be receiving the health benefits of
eating a sufficient amount of fish, as nearly all of them consumed much less low-
mercury fish per week than what is recommended. Our studied population also did not
eat the recommended amount of fish, although the reasons are probably not related to
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the awareness of possible mercury contamination, as there are no national guidelines
regarding this issue in Brasil.

This study had some strengths and limitations that should be discussed. The
main strength regards the number of samples taken from each mother during the period
of the study, which allowed us to confirm that mercury excretion in milk 15 to 90 days
postpartum does not change significantly in most cases. In this study, we were able to
estimate individual volumes of milk consumed by the infants, leading to a more realistic
estimation of the mercury intake during the period. In most published studies, this
intake was calculated using a constant milk volume taken for all children.

A limitation of this study was the relatively low number of women that agreed to
fully participate in the study. This was probably because the study involved the
completion of many tasks, including registering the time spent breastfeeding, collecting
milk samples at specific points in time, and completing dietary diaries. We also
highlight that the women who participated in this study belonged to a specific strata of
the population (primiparous, aged 20 to 40 years, body mass index before pregnancy
between 20 and 30 kg/m?, and at least high school level of education) and cannot be

taken as representative of the entire population of the Federal District.

5. Conclusion

Mercury is a widespread element in nature and human exposure is inevitable.
Mercury levels in breast milk in the low fish-eating population investigated in this study
was correlated with fat, grains and vegetables, frequent ingredients in their diet, but not
with fish. Although some studies have shown that in uterus exposure to MeHg may
impair fetus neurodevelopment, this adverse effect has not been proven in infants as a
consequence of exposure during lactation. This study has shown that mercury intake by
infants during lactation may exceed the toxicological safe exposure level (PTWI).
However, we do believe that the benefits of lactation outweigh the eventual risks that

this exposure may represent.
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5.4. Mercurio total em leite humano de doadoras de bancos de leite do Distrito
Federal.

As caracteristicas das doadoras e das 100 amostras de leite incluidas neste
estudo estdo mostradas na Tabela 3. As doadoras tinham entre 16 e 47 anos e estavam
entre 0 1° e 0 10° més de lactagdo no momento da doagdo. Dados de hemoglobina e
hematdcrito da mae, acidez e crematocrito do leite, e peso do bebé também foram
coletados. De acordo com a OMS (2001) mulheres com valores de hemoglobina abaixo
de 12 g/dL de sangue séo classificadas como anémicas, o que é o caso de 8 das 34
mulheres com este dado. Os niveis normais de hematdcrito (acima de 33% glébulos
vermelhos no sangue) ndo foram atingidos por trés destas maes, duas das quais também
tiveram hemoglobina baixa. Almeida et al. (2006) avaliaram a densidade calérica
(crematdcrito) de leite humano disponivel em bancos de leite do Distrito Federal, a
média encontrada foi de 529 + 85kcal/L, valores semelhantes ao encontrado nesse

estudo (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristica da populacéo de amostras provenientes de bancos de leite do

Distrito Federal

Parametro Meédia Dp Faixa
Idade, anos (n =100) 29,46 6,02 16-47
Lactacdo, meses (n=100) 2,84 2,19 1-10
Peso do bebé (n=53) 3,17 0,47 2,4-4.8
Hemoglobina, g/dL (n=34) 12,66 1,05 10,5-14,9
Hematdcrito, % (n=31) 36,6 5,7 12,2-43,9
Acidez leite, pH (n=55) 3,71 2,4 1-16,7
Crematacrito leite, kcal/L (n=52) 557 111 392-980
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Em média, os niveis de THg nas 100 amostras de leite humano analisadas foi de
2,68 + 1,72 ng/mL, com valores entre <0,26 ng/mL(1 amostra) e 7,2 ng/mL. A
distribuicdo da concentragdo nas amostras do banco de leite analisadas est4d mostrada na

Figura 6. Os valores individuais de cada amostra estdo mostrados no Anexo 1.
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Figura 6. Distribui¢do dos niveis de THg nas 100 amostras de leite dos bancos de leite

do Distrito Federal

A concentracdo média de THg encontrada em amostras de banco de leite (Grupo
2) foram inferiores as médias encontradas nas amostras do Grupo 1 (6.47 + 5.8 ng/mL;
4.3. Mercury concentration in breast milk and exposure assessment for the first 90 days
of lactation in a Midwestern region of Brazil). Apesar das amostras dos dois grupos
terem sido coletadas em épocas diferentes (2002-2005 e 2011/2012, nos Grupos 1 e 2,
respectivamente), ndo identificamos fatores que possam justificar estes resultados. Nao
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existem evidéncias de que o ambiente no Distrito Federal ou no Brasil tenha se alterado
de maneira importante nos ultimos 10 anos que levasse a um menor nivel ambiental de
mercurio e presenca nos alimentos. Apesar de as amostras do Grupo 1 terem sido
analisas 7-10 anos depois da coleta, as mesmas ficaram armazenadas a -25 °C sem
descongelamento durante todo o periodo, e anélise de frascos vazios utilizados na coleta
dessas amostras ndo indicaram presenca de mercdrio que impactasse nos niveis
encontrados nas amostras.

A Tabela 4 mostra os os niveis de THg de acordo com a regido onde o banco de
leite responsavel pela coleta da amostra esta localizado no DF. Teste ANOVA néo
detectou diferenca estatisitica (p= 0,411) entre os valores encontrados nas regifes
administrativas. E importante ressaltar que uma moradora de uma regido pode ser

doadora do banco de leite de outra regido.

Tabela 4 — Concentragdo média de mercudrio em leite humano separado por regides

administrativas dos bancos de leite no Distrito Federal

Regido administrativa Média + dp, ng/mL

Asa sul (n=16) 1.94 + 0.96
Paranoa (n= 10) 2.09 £1.69
Brazlandia (n=11) 261 +1.76
Taguatinga (n = 22) 2.61 +1.59
Santa Maria (n=7) 270+19
Asa norte (n=10) 2.86 +1.84
Sobradinho (n=14) 335201
Planaltina (n= 10) 3.76 £1.78

Neste estudo, investigamos se existe alguma correlacdo entre as caracteristicas
da mae, de seu bebé e do leite doado com os niveis de THg no leite (Tabela 5). Uma
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correlagdo negativa significativa (r’= -0,299; p=0,013) foi encontrada somente entre a
acidez do leite e THg. Como no caso das amostras do Grupo 1, ndo foi encontrada
correlagdo significativa entre concentracdo de THg no leite com idade da mée, peso do
bebé ao nascer e periodo de lactagdo no momento da coleta.

Tabela 5. Correlagdo entre caracteristicas maternas e peso do bebé& com concentragéo

de THg
Correlacao P
Idade mé&e (n=100) 0.062 0.269
Periodo de lactacdo (n=100) -0.123 0.111
Hemoglobina mée (n=34) 0.049 0.392
Hematocrito mée (n=31) 0.104 0.289
Peso do bebé (n=53) 0.044 0.376
Acidez do leite (n= 55) -0.299 0.013
Crematdcrito do leite (n=52) 0.072 0.307

O leite dos estoques de bancos de leite € consumido por bebés prematuros
(abaixo de 36 semanas) e/ou de baixo peso (abaixo de 2,5 kg; OMS, 2010), e por recém
nascidos cujo volume de leite produzido pela mée ndo é suficiente para atender a
demanda do bebé. Considerando um volume médio de leite humano consumido por
criangas prematuras de 180 mL/kg/dia (Schanler, 1999) e o peso corpdreo de 2,5 kg,
encontramos que a concentracdo maxima de THg que um leite pode conter para que a
ingestdo (Eq. 1) n&do ultrapasse o PTWI (5 pg/kg pc ou 0,71 pg/kg pc/dia; WHO, 2004)
é de 3.9 ng/mL. Nesse estudo, 20% das amostras dos bancos de leite do Distrito Federal
analisadas apresentam niveis de THg acima deste valor, o que indica que o consumo do
leite dessas méaes doadoras pode respresentar um risco para a sadde dos bebés. E
importante ressaltar, porém, que o consumo deste leite € vital para a recuperacdo do
estado nutricional e da salude dos bebés prematuros e de baixo peso, beneficios que

superam os potenciais riscos advindos da exposi¢do a mercrio.
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CONCLUSAO

Nesse estudo, a metodologia analitica para analise de THg em leite humano por
Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica por Vapor Frio (CVAFS) foi otimizada e
satisfatoriamente validada. O método apresentou um limite de deteccdo (LOD) de 0,26
ng/mL, e a menor concentracdo de THg que pode ser determinada com uma precisao e
exatidao aceitavel (LOQ) corresponde a 0,76 ng/mL.

As concentragBes médias de THg encontradas nos dois grupos de amostras de
leite humano de mulheres residentes no Distrito Federal analisados estdo acima do
encontrado na média mundial, mas proximos de estudos realizados em Brasilia e na
regido amazonica. Estes niveis refletem a ocorréncia natural do mercurio no ecossistema
brasileiro, ou seja, a exposicao a esse metal é inevitavel. As amostras provenientes de
bancos de leite coletadas em 2011/2012 apresentaram niveis menores que O0S
encontrados nas amostras de leite coletadas de médes entre 2002 e 2005, porém nado se
conseguiu identificar razdes para esta diferenca.

Os resultados deste estudo mostraram que 0s niveis de mercario em leite
humano néo se alteraram de maneira significativa entre os dias 15 e 90 de lactacdo,
indicando uma excrecdo constante deste metal pela m&e durante o periodo. Foi
encontrada correlagdo positiva entre niveis de mercurio e consumo de gréos, gorduras e
vegetais, alimentos comuns na dieta no Distrito Federal e no Brasil, mas ndo com
consumo de peixe, pouco consumido pela populagdo em estudo. O consumo de uma
porcdo de salmdo no 74° dia de lactagdo aparentemente ndo alterou significativamente
os niveis de mercdrio encontrados posteriomente no leite, mesmo que em algumas méaes

nota-se discreto aumento.
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Apesar da ingestdo de mercurio ter ultrapassado o parametro toxicologicamente
seguro (PTWI) ao longo da lactagcdo para a maioria das criancas que potencialmente
consumiram o leite materno, deve-se avaliar 0s riscos e 0s beneficios da amamentacéo.
O leite humano ¢ a principal fonte de macro e micronutrientes e seu consumo exclusivo
deve ser incentivado para criancas até os seis meses de idade e como forma
complementar até os dois anos. As fontes de exposi¢do a mercurio na dieta identificadas
neste estudo sdo principalmente os grdos, gorduras e vegetais, e o Distrito Federal ndo é
uma regido com evidente contaminacdo antropogénica por mercdrio. Desta maneira,
nenhuma agao de gestdo para diminuir a exposi¢cdo materna é recomendada e o risco da

presenca de mercurio no leite ndo supera os beneficios da amamentac&o.
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aude

Faculdade de Ciéncias daS
: CEP/FS

Comité de Etica em Pesquisa —

DE PROJETO DE PESQUISA

PROCESSO DE ANALISE

Registro do Projeto no CEP: 120/09
ite de nutrizes no Distrito Federal

Titulo do Projeto: *Chumbo, mercario e cadmio em le
correlagées com a dieta materna € a composi¢do do leite™.
Pesquisador Responsavel: Leandro Rodrigues da Cunha

S T p— Y

Data de Entrada: 14/10/2009

Com base na Resolucio 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em

pesquisa com seres humanos, 0 Comité de Ftica em Pesquisa com Seres Humanos da

Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia, apds andlise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 120/09 com o
titulo: “Chumbo, mercirio e cidmio em leite de nutrizes no Distrito Federal correlagoes
com a dieta materna e a composigio do leite”, analisado na 10° Reunido Ordindria,
realizada no dia 10 de novembro de 2009.

O pesquisador responsdvel fica, desde jd, notificado da obrigatoriedade da
apresentacdo de um relatério semestral e relatério final sucinto e objetivo sobre o

desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item

VII.13 da Resolugio 196/96).

Brasilia, 08 de abril de 2010
a . s ( B
Y74

V/Prof. Volnei Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

A
Comité de Etica e Pesquisa
€D Seres Humanos - C EPFS

COU"é de_EIica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saude
niversidade de Brasilia - Campus Universitanio Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-33073799 Email: cepfs@unb br
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APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, da pesquisa
Determinacdo da concentragéo de chumbo (Pb), mercurio (Hg) e cadmio (Cd) em leite humano
de nutrizes assistidas no Hospital Universitario de Brasilia (HUB).

. Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento.

Informacdes sobre a pesquisa:

O leite humano é fundamental para a satde do bebé fornecendo todos os nutrientes
necessarios para seu crescimento e desenvolvimento e deve ser o Unico alimento oferecido
até os seis meses de idade. O motivo que nos leva a estudar esse tema € a preocupagédo em
avaliar a exposicdo aos metais toxicos cadmio, chumbo e mercurio a qual os bebés estdo
expostos durante o processo de amamentacdo, portanto o objetivo desse projeto é
determinar as concentracdes desses metais em leite humano.

O procedimento de coleta de amostra sera realizado por profissional responsavel e
obedecendo as seguintes etapas: 1) orientacdo para correta limpeza da mamas onde sera
retirado o leite; 2) armazenamento da amostra de leite em frasco préprio; 3) tampar,
identificar com data e horéario da retirada e armazenamento da amostra dentro da geladeira
para conservacdo e mantimento da temperatura. Para a pesquisa, a propria lactente ira coletar
aproximadamente 05mL de leite nos dias 15, 30, 45, 60, 75 e 90 da lactacéo.

Vocé sera esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a
gualquer momento, bastando para isso comunicar sua decisdo a um dos responsaveis pelo
projeto.

A sua participa¢do é voluntaria e sua recusa em participar ndo ira acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. Seu nome ou o0 material que indique a sua participa¢do nédo
serd liberado sem a sua permissdo e vocé ndo sera identificada em nenhuma publicacdo que
possa resultar deste estudo. A producdo desse documento serd realizado em duas vias, das
quais ficara com a participante e a outra em posse do Laboratério de Toxicologia da
Universidade de Brasilia (UnB). Os resultados obtidos serdo parte integrante da tese de
mestrado do aluno Leandro Rodrigues da Cunha e poderdo ser divulgados em artigos
cientificos e meios de comunicacao.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, (nome completo) fui
informada dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e motivar minha
decisdo se assim o desejar. O aluno de mestrado Leandro Rodrigues da Cunha certificou-me de
que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de davidas poderei chamar o aluno de mestrado ou a professora Eloisa Dutra
Caldas do Laboratdrio de Toxicologia da Universidade de Brasilia no telefone (61) 3307-3671
ou entdo entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde - UnB
no telefone (61) 3307-3799.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas
davidas.

/1
Assinatura do Participante Data

/1
Assinatura do Pesquisador Data
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ANEXO 2 — Aprovacio do Comité de Etica da FS ao projeto com amostras de Banco

de Leites do DF — Grupo 2

Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 027/11

Titulo do Projeto: “Avaliagdo da exposi¢do de criangas a4 micotoxinas e metais pesados
através do consumo de leite materno”.
Pesquisadora Responsavel: Patricia Diniz Andrade

Data de Entrada: 01/04/11

Com base na Resolugdo 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de Brasilia, apds analise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 027/11 com o
titulo: “Avaliagio da exposi¢do de criangas a micotoxinas e metais pesados através do
consumo de leite materno™, analisado na 3* Reunido Ordinaria, realizada no dia 12 de

abril de 2011.

A pesquisadora responsavel fica, desde j4, notificada da obrigatoriedade da
apresentagdo de um relatorio semestral e relatério final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item ‘

VIIL.13 da Resolugo 196/96). |

Brasilia, 13 de abril de 2011.

Prof. Na onsores
Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)- 3107-1947 Email: cepfs@unb.br
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APENDICE 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa realizada na Universidade de
Brasilia em parceria com a Rede de Bancos de Leite do Distrito Federal. O objetivo
deste estudo é avaliar a presenca de micotoxinas e metais no leite materno.

A participacdo no estudo inclui o consentimento da doacdo de parte de uma amostra
de leite coletada para a Rede de Banco de Leite do Distrito Federal e o fornecimento
de dados tais como: idade, data do parto, data da coleta da amostra e endereco. O
material coletado durante a pesquisa ficard sob a responsabilidade de Patricia Diniz
Andrade, no Laboratério de Toxicologia da Universidade de Brasilia.

Os resultados obtidos auxiliardo no desenvolvimento de agBes preventivas
relacionadas ao controle da presenca destas substancias nos alimentos e serdo
publicados em artigos cientificos.

e O presente trabalho néo representa nenhum risco a sua saude.

e Sua participacao sera sigilosa, ou seja, em nenhum momento da pesquisa
seu nome sera divulgado.

e Vocé podera optar por nao fornecer algum dado solicitado;

7

e Sua participacdo ndo € obrigatéria, podendo desistir de participar da
pesquisa a qualguer momento.

Vocé receberda uma cOpia deste termo onde consta o telefone da pesquisadora
principal e do Comité de Etica em Pesquisa, podendo tirar suas dividas sobre o
projeto e sua participagdo, agora ou a qualguer momento.

Caso vocé concorde em patrticipar, favor assinar o termo de consentimento abaixo.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa e con3cordo em participar.

Nome da voluntéria:

Data: / /

Na ultima semana, vocé consumiu amendoim, pagoca ou outros produtos de
amendoim? Sim N&o

Na ultima semana, vocé consumiu castanha-do-pard ou outros produtos
derivados da castanha? Sim N&o

Assinatura:

Nome da pesquisadora responsavel: Patricia Diniz Andrade

Assinatura:

Contatos: Patricia Diniz Andrade - 0XX61 — 31072117/82270751 ou no Laboratério de
Toxicologia da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos na UnB — 0XX61-31071947
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APENDICE 3 - Resultados individuais das amostras de leite humano dos bancos de

leite do Distrito Federal

Amostra THg, ng/mL | Amostra | THg, ng/mL | Amostra | THg, ng/mL
1 5,14 35 1,58 69 4,71
2 1,45 36 2,47 70 3,27
3 3,77 37 0,67 71 1,64
4 0,69 38 3,26 72 0,59
5 2,36 39 0,45 73 2,69
6 0,39 40 3,98 74 0,77
7 5,15 41 1,48 75 4,68
8 6,14 42 3,64 76 0,39
9 2,19 43 2,63 77 2,16
10 2,82 44 3,20 78 2,69
11 5,15 45 2,90 79 3,41
12 1,62 46 1,11 80 1,10
13 3,03 47 2,28 81 2,44
14 0,67 48 0,58 82 1,95
15 4,52 49 3,03 83 <LOD
16 6,76 50 1,00 84 4,95
17 4,59 51 0,60 85 1,99
18 1,41 52 2,15 86 1,22
19 0,39 53 2,70 87 3,98
20 3,60 54 1,32 88 0,36
21 0,43 55 0,73 89 6,10
22 5,35 56 0,32 90 4,81
23 2,10 57 2,92 91 2,80
24 0,72 58 4,31 92 0,47
25 3,49 58 3,54 93 3,66
27 1,14 60 0,63 94 1,62
27 4,70 61 2,06 95 1,87
28 5,36 62 3,77 96 0,89
29 1,71 63 4,65 97 5,20
30 2,91 64 1,63 98 5,10
31 0,60 65 2,95 99 1,87
32 5,02 66 7,22 100 3,59
33 2,12 67 4,74

34 3,22 68 3,74
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