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Lista delle abbreviazioni

ALA: acido a-linolenico

ARA: acido arachidonico

As: arsenico

BSID Ill: Bayley Scales of Infant and Toddler Demweinent, Terza edizione
Cd: cadmio

Cu: rame

DGM: mercurio gassoso disciolto
DHA: acido docosaesaenoico
DMeHg: dimetilmercurio

DPA: acido docosapentaenoico
EPA: acido eicosapentaenoico
FFQ: Food Frequency Questionaire
Glu: glutammato

GSH: glutatione

Hg: mercurio

Hg® mercurio elementare

Hg?*: catione mercurico bivalente
HgCly: bicloruro di mercurio
Hg.Cl,: cloruro mercuroso

HgS: cinabro

IHg: mercurio inorganico

LA: acido linoleico

L-Cys: L-cisteina



MeHg: metilmercurio

Mn: manganese

NMDA: N-metil-D-aspartato

Pb: piombo

PCB's: policlorobifenili

PUFA'’s: acidi grassi polinsaturi
QI: quoziente di intelligenza
RGM: mercurio gassoso reattivo
Se: selenio

SH: gruppo sulfidrilico

THg: mercurio totale

TPM: mercurio atmosferico particolato totale

Zn: zinco



Riassunto

Background: Il mercurio (Hg) & un potente neurotossico. Il sisteraesoso fetale in via di
sviluppo risulta essere particolarmente reattiVazbne del Hg e I'esposizione prenatale anche
a basse concentrazioni pud causare nel feto grawmidagurologici rilevabili sia durante lo
sviluppo embrionale che in eta scolare. La prideigante di esposizione al Hg € costituita dal

consumo di pesce.

Obiettivi: Valutare l'associazione tra l'esposizione prenataleasse dosi di Hg attraverso il
consumo di pesce materno e lo sviluppo neurologgdoambini in una popolazione costiera del
Friuli Venezia Giulia, tenendo in considerazione effetti di diversi potenziali fattori di

confondimento tra cui le concentrazioni di acidiggi polinsaturi (PUFA’S).

Metodi: Attraverso uno studio di coorte prospettico sontesaaruolate 900 donne gravide. La
concentrazione di Hg é stata misurata in diversigiani biologici inclusi i capelli delle madri
durante la gravidanza ed il sangue del cordoneobaentrazione di PUFA'’s e stata misurata nei
campioni di siero venoso materni. Il consumo dicpedurante la gravidanza e stato stimato
attraverso un questionario. La rilevazione delloluppo neurologico dei bambini e stata
effettuata attraverso la somministrazione del Baylest Scales of Infant and Toddler
Development®, Third Edition, (BSID Ill). Mediantenalisi di regressione lineare sono state
esaminate le misure di associazione tra le coremntii di Hg misurate nei campioni biologici

ed i punteggi ottenuti dai bambini al BSID Il

Risultati: Durante la gravidanza le donne arruolate hannourna® in media meno di due
porzioni di pesce a settimana. Le concentrazionglimisurate nei campioni biologici sono
risultate abbastanza basse (la concentrazione rdetig misurata nei capelli della madri era di
1061 ng/g) e moderatamente correlate con il consaingesce riferito dalle donne. La
concentrazione di PUFA’'s omega-3 € risultata basstencorrelata con il consumo di pesce
riferito dalle donne. Dopo aggiustamento per i poigli fattori di confondimento non sono
emerse evidenze che il Hg abbia effetti avversi reetirosviluppo dei bambini. | punteggi
ottenuti dai bambini al BSID Il sono risultati sifjcativamente correlati con i fattori socio-

economici e con lo stile di vita della famigliaappartenenza.



Conclusioni In questa popolazione costiera del Friuli Vene@mlia non sono emerse
evidenze che 'esposizione prenatale a basse dbkj dttraverso il consumo di pesce materno
rappresenti un rischio per lo sviluppo neurologim bambini. | fattori correlati allambiente

sociale sembrano costituire I'elemento di influenzeggiore.



Premessa

Lo studio oggetto del presente dottorato e staloppato all'interno del progetto di ricerca
PHIME (“Public health impact of long term low levelixed element exposure in susceptible

population strata’ywww.phime.org.

Il Progetto PHIME, finanziato dall'Unione Europealliambito del 6° Programma Quadro per
la Ricerca e lo Sviluppo Tecnologico, ha preso avwel 2006 ed ha indagato attraverso 37
progetti di ricerca in 20 paesi del mondo l'impatéd'esposizione a basse dosi di mercurio (Hg),
piombo (Pb), cadmio (Cd), arsenico (As), mangar{&®), uranio (U), platino (Pt), palladio
(Pd) e radio (Ra) sulla salute delle popolaziomsggli quali i feti, i bambini, le donne e gli
anziani.

I Work Package 1:3 del Progetto PHIME, ovveroribgetto di ricerca coordinato dall'lstituto
di Igiene ed Epidemiologia dell'Universita di Udime collaborazione con i ricercatori di
Slovenia, Croazia e Grecia ha avuto come obiefiivacipale quello di valutare la relazione tra
I'esposizione prenatale alla forma organica delowmeo (MeHg) attraverso l'alimentazione
materna ricca di pesce e lo sviluppo neurologico bdenbini. Tramite uno studio di coorte
prospettico sono state arruolate e monitorate 16@%ie madre-bambino residenti in aree
costiere del Mediterraneo ed esposte attraversmnsumo di pesce al MeHg. Sono state
reclutate quattro coorti in diverse aree del Mediieeo (nella cittd di Trieste, nella citta di
Lijubljana in Slovenia, nella citta di Rijeka in @zia ed in quatto isole greche dell’Egeo).

Lo sviluppo neurologico e psicologico dei bambini skato accertato attraverso la
somministrazione del Bayley Test Scales of Infard @oddler Development®, Third Edition,
(BSID 1lI) all'eta di 18 mesi. | risultati ottenutiel test di sviluppo neurologico sono stati messi
in relazione con le abitudini alimentari e lo stlievita materno, eventuali esposizioni ambientali
e/o occupazionali e soprattutto con le concentrazitei contaminanti rilevate nei campioni
biologici analizzati.

La partecipazione allo studio PHIME ha avuto un’ortpnte ricaduta in termini di salute
pubblica, poiché l'analisi dei dati raccolti in aglone alle abitudini alimentari, all’ambiente
famigliare ed alle esposizione al MeHg attravetstohsumo di pesce ha permesso di orientare
le future gestanti con informazioni precise e cgihsimirati riguardanti I'alimentazione da
adottare nel corso della gravidanza, evitandoliraltarmismi e fornendo maggiori garanzie per

uno sviluppo adeguato dei loro bambini.



1. Introduzione

1.1. Il mercurio

Il mercurio € un metallo di transizione pesantecalore bianco argenteo caratterizzato da
simbolo Hg e da numero atomico 80 ed e uno dei tselielementi liquidi a temperatura
ambiente. Noto fin dall'antichita, il Hg e statdlinzato a partire dal 1500 nei processi di
estrazione dell'oro e dell'argento grazie alla puadisposizione alla formazione di amalgame
(Hylander and Meili 2003).

Raramente presente in natura come metallo nativoifrgva piu spesso sotto forma di
amalgame come ad esempio nella corderite, nelllagktonite e soprattutto nel cinabro (HgS)
dal quale viene estratto previo arrostimento inerde d’aria e successiva condensazione del gas
prodotto (Clarkson 1997).

I Hg puo essere presente nellambiente nelle forchaniche di mercurio elementare,
inorganico ed organico (NRC 2000).

Il mercurio elementare (Hsi presenta liquido e altamente volatile a termpga ambiente.
Presenta bassa viscosita, elevate densita e tensipmerficiale, mentre la conducibilita termica
ed elettrica, per quanto elevate, risultano noteeole inferiori rispetto a quelle degli altri
metalli.

Molto diffuso, soprattutto in passato, I'utilizzeldHd nei termometri e nei barometri. Inoltre,
grazie alle sue speciali caratteristiche fisichstago spesso impiegato in strumenti ed apparecchi
elettrotecnici, come materiale catodico durantietti®lisi cloroalcalina per la produzione del
cloro e come amalgama nelle leghe dentarie (Fitger999).

Il Hg® viene emesso in atmosfera sotto forma di vaponeudaerose fonti, sia antropiche che
naturali, quali I'industria mineraria, I'industrighimica e siderurgica, I'industria della carta, i
processi di combustione, gli inceneritori e le disthe, le emissioni vulcaniche e geotermiche e
I'erosione della crosta terrestre ad opera deii(@&TtSDR 1999).

Le forme inorganiche del mercurio possono averto slaossidazione +1 e +2 e derivano
dall'unione del Hg con elementi non metallici coingoro (Cl), lo zolfo (S) e l'ossigeno (O). |
composti corrispondenti allo stato di ossidazion2 (eomposti mercurici) hanno natura
prevalentemente covalente, volatilizzano con iloegl si riducono facilmente a composti

mercurosi e a Hoe tendono a idrolizzarsi in soluzione acquosa.mposti corrispondenti allo



stato di ossidazione +1 (composti mercurosi), naligdue atomi di Hg sono legati da un legame
covalente metallo-metallo a formare lo ione dimétg,®*, sono di tipo ionico, hanno una
bassissima tendenza a formare composti la cui gitdule molto bassa e tendono al
disproporzionamento H§2— Hg + Hg*. Nei comparti ambientali si ritrovano prevalenteiee

le forme inorganiche del Hg aventi stato di ossmiae +2 ovvero i cationi mercurici bivalenti
Hg?".

Fra i sali di Hg vanno ricordati: il bicloruro diercurio (HgC}) usato come battericida, il
solfato mercuroso (HgSPusato come catalizzatore in molte sintesi ordemid calomelano o
cloruro mercuroso (H€l,) impiegato negli psicometri e I'ossido di mercu(idgO) impiegato
nella fabbricazione delle pile.

I composti inorganici del Hg vengono utilizzatinmmerosi processi industriali, nell'industria
delle vernici e come fungicidi. (EFSA 2008).

Esistono diversi composti organici del mercurio itrguali il piu pericoloso e diffuso e il
monometilmercurio o metilmercurio (MeHg). Il MeH@m ha applicazioni industriali ma si
origina dalla metilazione dei cationi Higad opera di alcuni batteri anaerobi che vivono nel
suolo e nei sedimenti marini, lacustri e fluvialia maggior parte del MeHg presente
nel’ambiente & un prodotto della respirazionehigteri anaerobi zolfo-riducenti, (SRB, sulfate-
reducing-bacteria), sebbene da studi effettuatoratorio sia emerso come numerosi altri tipi
di batteri siano in grado di effettuare il procedsmetilazione (Compeau and Bartha 1985).

Nella reazione di metilazione un atomo o un grupaco di un composto del Hg (stato di
ossidazione +2) e rimpiazzato da un gruppo metH€HY{) originando il catione
monometilmercurio (CkHg") (Honda et al. 2006). Il catione monometilmercusiocombina
rapidamente con anioni quali lo ione cloruro’)db ione idrossido (OH, lo ione nitrato (N@)
ed altri gruppi anionici tipicamente presenti neglidi umici e fulvici del suolo e dei sedimenti.

In ambiente acquatico diverse specie di battertafio un ruolo importante nei processi di
metilazione e demetilazione del Hg presente albvd¢i sedimenti (Compeau and Bartha 1984;
Baldi et al. 1989).

Condizione essenziale affinché la metilazione agae@ la presenza di un ambiente ricco
d’acqua, anossico e con abbondante sostanza aagaisponibile come substrato per le
popolazioni di microrganismi. Le condizioni migliai ritrovano nei sedimenti fangosi lacustri o
di palude ricchi di sostanza organica e poveri sligeno; il processo di metilazione avviene
anche nei sedimenti sabbiosi, sia marini che laiceistei suoli anche se con cinetiche piu lente e

rendimenti minori. La massima intensita del prooedismetilazione si verifica nei primi 10 cm



di sedimento inoltre 'aumentare della temperatimauto alla luce solare facilita ulteriormente
I'attivita batterica e di conseguenza il processmetilazione. La sintesi e la stabilita del MeHg
sono migliori in condizioni anaerobiche e di basabnita; al contrario la presenza di ossigeno e
I'elevata salinita determinano una riduzione neicpssi di sintesi del MeHg ed un aumento dei
processi di demetilazione dello stesso alla forindgd" (Compeau and Bartha 1984; Compeau
and Bartha 1987). Mentre il processo di metilaziam&iene prevalentemente per via biologica,
la demetilazione avviene comunemente medianteaeiagia biotiche che abiotiche (Skyllberg
et al. 2006).

I MeHg € un composto fortemente tossico e biodidpite e una volta assorbito dai
produttori primari tende a bioaccumularsi nel pgg&aattraverso la catena alimentare acquatica
concentrandosi nei tessuti dei consumatori allapiella catena stessa. I MeHg penetra
all'interno della rete trofica acquatica attraveisplancton (fitoplancton e zooplancton) e gli
invertebrati, prosegue con i pesci di taglia piccpla accumulandosi sempre di piu attraverso |l
processo di biomagnificazione e raggiungendo lecentmazioni maggiori all’'interno dei pesci
carnivori al vertice della catena alimentare.

| grandi pesci carnivori arrivano ad avere una eotr@zione di MeHg da 10.000 a 100.000
volte maggiore rispetto a quella dell'acqua invdiuono e costituiscono la fonte piu importante
di introduzione di MeHg nell’'organismo umano.

| composti organici del Hg sono stati ampiamentkzaéati in passato come fungicidi nelle
preparazioni cosmetiche e farmaceutiche, come fditamti (Mercurocromo) e nel controllo

della crescita degli organismi microbici (Tiomerpg&FSA 2008).

1.2. Il mercurio nell’ambiente

I Hg € un metallo naturalmente presente nell’amt@ieé uno dei costituenti della crosta
terrestre e si ritrova nell’aria, nell’acqua, nabl, nei sedimenti acquatici, nelle piante e negli
animali (Davidson et al. 2004). Il Hg € uno degtuinanti piu tossici ed insidiosi per la salute
dell'uomo, i suoi composti sono persistenti neltéente e vengono rilasciati da un’ampia

varieta di fonti sia naturali che antropiche.



1.2.1. Sorgenti e rilascio del mercurio nell'ambiete

Le fonti di emissione naturali sono rappresentaté wdulcani, dagli incendi, dalla
degradazione delle sostanze minerali, dall'erosidelesuolo terrestre e dall’evaporazione dal
suolo e dalle acque (Hedgecock 2006). Il rilascioHd dalle sorgenti naturali € rimasto
pressoché invariato nel corso dei secoli; al coistrgrande importanza rivestono le fonti di
emissione antropiche, che a partire dalla rivolneiandustriale hanno dato un contributo
significativo all’emissione del Hg nelllambiente.

Tra le fonti di emissione antropica ritroviamo opessi di produzione di energia attraverso la
combustione del petrolio e del carbone, I'industigla plastica dove viene utilizzato come
catalizzatore nella sintesi di poliuretani e derafo di vinile, I'industria delle vernici e della
carta dove viene utilizzato come antimuffa, gli iengi cloro-soda in cui viene utilizzato come
catodo nell’elettrolisi del cloruro di sodio, labfaricazione di dispositivi elettrici (lampade a
vapori di mercurio, batterie, interruttori a meio)r la produzione di calce e cemento, gli
inceneritori, I'industria mineraria, i processiatnalgamatura per I'estrazione di oro e argento su
piccola scala e la fabbricazione di termometri @iveetri.

Negli ultimi decenni l'utilizzo industriale del Hg, causa della contaminazione della catena
alimentare, & stato notevolmente ridotto e si pwssconsiderare obsoleti gli impieghi in
agricoltura come antimuffa, nelle batterie, nelpgpaecchiature elettriche, come antifungino e
nelle amalgame dentali (EFSA 2008). La sua presaeif@ambiente, tuttavia, € stazionaria per

I'alta persistenza di questo elemento nelle pree@mni atmosferiche e nei sedimenti marini.
1.2.2. 1l ciclo del mercurio

La diffusione del Hg é regolata da un complessto ¢ carattere globale e transfrontaliero

che coinvolge tutti i comparti naturali ovvero ffadsfera, l'idrosfera e la geosfera.

1.2.2.1. Il mercurio in atmosfera
Il ciclo atmosferico del Hg & basato sulla conwatsinel suolo e nell'acqua del Ha Hd e

a dimetilmercurio ((Clgszg) (DMeHg), forme volatili che quindi possono pass

allatmosfera; segue la riossidazione atmosferiglaHt che ricade sulle superfici acquatiche e

terrestri attraverso le deposizioni secche e umide.



Le attivita umane hanno introdotto un grosso elémensquilibrio nel ciclo globale del Hg,
attualmente si stima che circa i due terzi di tuttdg presente nell’ambiente siano stati prodotti
nel corso del ventesimo secolo e che il carico gliilAmesso attualmente nellambiente sia il
triplo rispetto a quello di inizio ‘900. Il compartnaturale maggiormente coinvolto dalle
emissioni di Hg, siano esse naturali o antropodemnicé quello atmosferico da cui
successivamente il Hg diffonde anche agli altri parti.

La principale fonte antropogenica di Hg in atmosfér costituita dalle emissioni degli
impianti termoelettrici alimentati a carbone; i pessi di produzione di vari metalli, i
cementifici, gli impianti cloro-soda, l'estrazionartigianale delloro ed il non corretto
smaltimento dei rifiuti contenenti Hg costituiscoatire importanti sorgenti umane di Hg in
atmosfera.

Le emissioni naturali di Hg gassoso (volatilizzamdodal suolo o dal corpo idrico) sono
costituite interamente da PglLe emissioni antropogeniche gassose hanno ingereuna
componente di Hysia una componente aggiuntiva, costituita da Horite su particolato
(TPM Total Particulate Mercury) o da forme di Hgncearatteristiche di volatilita e reattivita
diverse, prevalentemente divalenti (Rinklebe et 2009). Quest'ultima componente é
denominata Hg gassoso reattivo (RGM, reactive geseatercury) ed € costituita soprattutto da
HgCl, (Gibicar et al. 2009). Mentre il Heentra facilmente a far parte del ciclo transfrbeta,

i RGM ed il TPM sono maggiormente soggetti a depore locale o regionale, provocando un
innalzamento dei livelli di Hg nelle aree in prasia ad importanti sorgenti di emissione.

Pit del 90% del Hg presente in atmosfera & sottmdodi HJ gassoso (Fitgerald and
Clarkson 1991; Zhang et al. 2009; Rinklebe et @09 ed il tempo di permanenza medio in
atmosfera del Htg di circa un anno; questo tempo di permanenzévataente lungo permette
al Hg di percorrere ampie distanze, fino a 2500 iKn72 ore, sfruttando le correnti dominanti
(Gibicar et al. 2009). Il Hy durante la permanza in atmosfera, viene frequestiée ossidato
alla forma HG". Il tempo di permanenza in atmosfera dei compossidati & pari ad alcuni
giorni e dunque nettamente inferiore rispetto allqugel Hf (Ray and Selvakumar 2007). |
composti ossidati ritornano alla superficie temesdttraverso le deposizioni secche e umide e
costituiscono il principale apporto di Hg al su@d ai sedimenti. | modelli di deposizione
atmosferica del Hg uniti ai dati raccolti sul campmstrano come zone caratterizzate da un
clima umido presentino un tasso di deposizione noaggispetto alle zone con clima piu arido
(Grigal 2002).
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1.2.2.2. Il mercurio nel suolo

La concentrazione di Hg nel suolo é fortementealdlieé e dipende dalla distanza delle
sorgenti di emissione oltre che dal tipo di rocecespnti, dal pH, dalla capacita di scambio
cationico, dalla presenza di acqua, dai microrganisresenti e dai processi di erosione. La
concentrazione di Hg cresce significativamente insglati superficiali del suolo, mentre
decresce con la profondita; il suolo rappresentariiicipale serbatoio di Hg nell’lambiente e
costituisce la pitu importante fonte di questo metaél ciclo del sistema terrestre.

Nei suoli i composti di Hg sono soggetti a un'amggie di reazioni chimiche e biologiche.
In questo comparto infatti le condizioni chimicetfihe (temperatura, pH, contenuto di acidi
umici) sono favorevoli alla formazione di compostorganici semplici (ad esempio Hgb
complessati da leganti organici.

La maggior parte dei composti inorganici del Hgspréi nei suoli non contaminati € legato
alla materia organica (soprattutto gli acidi unadulvici) principalmente in ragione dell’'elevata.
affinita tra il HF" e i suoi composti ed i gruppi funzionali contememtfo presenti negli acidi
organici del terreno. La complessazione riduceefodnte la mobilita del Hg, di conseguenza,
una volta raggiunto questo comparto, il traspost@ieme principalmente tramite run-off della
frazione legata al particellato e, in misura minaneforma disciolta grazie alla complessazione
con leganti organici in soluzione.

Complessivamente le quantita di Hg rimosse attsavenun-off del particolato oppure
attraverso le acque di dilavamento rappresentalaongmte una piccola frazione delle quantita
totali di Hg contenute nei suoli.

A livello del suolo il Hg va incontro ad alcuni messi di trasformazione che ne consentono
una seppur lenta rimobilizzazione:

« riduzione a H§ questa reazione pud essere mediata dagli aciiti endalla luce (Carpi
and Lindberg 1997). In questa forma il Hg permeailifeente attraverso il terreno e viene
riemesso in atmosfera;

» alchilazione a DMeHg da parte dei batteri anaesobfato-riduttori presenti nel terreno; il
DMeHg a causa della sua notevole instabilita, @spnza di acqua viene rapidamente convertito
in MeHg.

Questi processi avvengono in prossimita della sigierdove il suolo & costituito da una

miscela di rocce, terra, acqua, aria € microrgainism
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I 97-99% del Hg contenuto nei suoli non contamigadottoforma di complessi organici, una
frazione pari all'1-3% é sottoforma di MeHg, menkaepercentuale di Hg presente nella forma

Hg’, data la sua elevata volatilita, & assolutameagetrabile.

1.2.2.3. Il mercurio negli ecosistemi d’acqua dolce

Le principali vie di penetrazione del Hg negli @astami di acqua dolce sono costituite dalle
deposizioni atmosferiche, dal dilavamento del sumldalla lisciviazione dei terreni ad opera
delle acque di falda che comunicano con le acqpergaiali.

Nelle acque dolci la concentrazione delle formergaaiche del Hg € regolata dai seguenti
processi:

 riemissione verso I'atmosfera dopo essere statitoid HJ;

e accumulo nei sedimenti e successiva trasformazidmnmica in composti insolubili

(solfuri);

* metilazione e successivo bioaccumulo nel biota.

Il Hg® viene prodotto nelle acque dolci in seguito altluzione di composti contenenti Hg
mediata dagli acidi umici o per demetilazione delHg mediata dalla luce solare.

In condizioni di potenziale redox riducenti tuttddig presente nelle acque dolci si trova nella
forma di HJ oppure nella forma relativamente insolubile di HS condizioni di potenziale
redox ossidanti tutto il Hg presente nell'acqudreva prevalentemente sottoforma di’fHgi
Hg.Cl, (molto solubile) e di HgGl (solubile). La maggiore solubilitd di Biglo rende pit
facilmente disponibile alla metilazione rispettmdbrma HJ.

Nelle acque dolci il processo di metilazione aveigrevalentemente ad opera di batteri
solfato-riduttori che sono in grado di produrrétaaterso 'azione di enzimi intracellulari, MeHg
e DMeHg a partire dal Hg Il MeHg costituisce la principale specie di Hgyamico presente
nelle acque dolci mentre il DMeHg, che costituikcerincipale specie di Hg organico rilevabile
nelle acque oceaniche, si ritrova nelle acque dol@oncentrazioni al limite della rilevabilita
(Horvat et al. 1999).

Sono responsabili della metilazione, sebbene immimferiore, anche altri microrganismi ed
alcuni processi abiotici (reazioni con acidi unadulvici) (Nagase et al. 1982).

La reazione di metilazione, che avviene sia netbborma d’acqua che nei sedimenti, é
influenzata da tutte quelle variabili ambientalealegolano la disponibilita delle diverse forme

chimiche del Hg quali il pH, la disponibilita digigeno e la temperatura. A livello dei sedimenti,
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la massima intensita di tali processi si verifiea primi 10 cm e nel primo centimetro tutto il Hg

e presente in forma metilata. L’attivita batterazanenta all’aumentare della temperatura e della
presenza di carbonio organico biodegradabile eodseguenza la velocita di metilazione tende
ad essere maggiore nello strato superficiale deinsmti, in cui si trova materiale organico
depositato in tempi recenti. Il MeHg & un compdsidemente tossico e biodisponibile e una
volta assorbito dai produttori primari tende a bmanularsi nel passaggio attraverso la catena
alimentare acquatica concentrandosi nei tessuticotas dei pesci predatori posti ai livelli
trofici piu elevati (Winfey and Rudd 1990; MasondaRitzgerald 1990; Gilmour and Henry
1991; Mason and Fitzgerald 1991). Anche se unaofsctrazione del MeHg puo provenire
direttamente dall'atmosfera, la gran parte di quelhe si ritrova nei pesci viene originato per
metilazione nell’ambiente acquatico (Fitzgeraldabt1991). Esiste anche il processo inverso,
ovvero la demetilazione, con produzione d’Hanche questo processo & mediato da organismi
batterici oltre che dalla radiazione ultravioledasembra dipendere dalle concentrazioni dei

solfati e degli acidi fulvici e umici (Gilmour et.4992; Hudson et al. 1994).

1.2.2.4. 1l mercurio negli ecosistemi marini

Il Hg presente nelle acque e nei sedimenti maappresenta una riserva rilevante del Hg
totale presente nel pianeta. Come nelle acque daldie nelle acque e nei sedimenti marini il
Hg?* viene trasformato in MeHg attraverso reazioni sietithe che abiotiche (Jenses and
Jernelov 1969; Shin and Krenkel 1976; Ikingura &kaégi 1999); anche nella catena trofica
marina avvengono i processi di bioaccumulo e biorf@gzione. Poiché la principale via di
esposizione umana al MeHg é costituita dal consdimmesce marino (Rolfhus and Fitzgerald
1995) e estremamente importante, per predire drpdle impatto di questo tossico sulla salute,
analizzare il trasporto e le dinamiche di distribne del Hg negli ecosistemi marini. A tale
SCOpOo € necessario esaminare I'ambiente oceanioe cm insieme costituito da tre differenti
comparti: 'oceano aperto, le aree costiere e leezdi upwelling ovvero le zone a livello delle
quali si ha il processo di risalita del Hg dai fahaceanici (Rolfhus and Fitzgerald 1995).

L’oceano aperto costituisce circa il 90% dell’'aesaminata, ma ha una scarsa importanza per
quanto riguarda la produzione di pesce; le aredietese le zone di upwelling invece, pur
costituendo solo il 10% del totale, costituiscohabitat di quasi tutta la fauna ittica.

Il principale input di Hg allambiente oceanico éstituito dalle deposizioni atmosferiche e
dal processo di upwelling. Allinterno della colanm’acqua il H§" pud venire ridotto con

conseguente formazione di specie chimiche volale vengono riemesse in atmosfera
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(Fitzgerald et al. 1991). Le specie chimiche vblatisciolte nell’acqua sono indicate con
I'acronimo di DGM (Dissolved Gaseous Mercury) e saostituite prevalentemente da *Hg
(Hudson et al. 1994). L'importanza della formaziaheDGM nel sistema acquatico deriva dal
fatto che, da un punto di vista globale, 'emissiai Hg dalla superficie acquatica costituisce |l
30% delle emissioni annue totali di questo metaéyatmosfera (Mason et al. 1994). Inoltre la
formazione di DGM ed il processo di volatilizzazéodel Hg sottraggono una parte di’Hgi
processi di metilazione e al successivo bioaccurhuigo la catena trofica (Fitzgerald 1993). |
meccanismi di riduzione del Egsono dovuti a reazioni di tipo foto-chimico (preseabiotici)

e all'intervento di organismi procariotici ed etio#ci (processi biotici). Una parte del Egnon
viene ridotto alla forma elementare volatile mdegia al particellato in soluzione e si deposita
con questo sul fondale.

Diversi studi hanno dimostrato che il Hg organidof@ma inizialmente nelle acque
oceaniche profonde e solo successivamente attoaillggeocesso di upwelling viene trasportato
nelle acque costiere prevalentemente nella formdelHg. Solo una minima parte del Hg
organico presente nelle acque costiere originardeepsi di metilazione che avvengono in loco
(Mason et al. 1995; Cossa et al. 1996). Il prinepapporto di Hg alle acque costiere é
rappresentato dal Hg associato al materiale pHaficetrasportato dalle acque fluviali; la
maggior parte di questo Hg non é reattivo e si digpaapidamente nei sedimenti in prossimita
della costa (Horvat et al. 1999). Solamente unaogtecfrazione del Hg trasportato dalle acque
fluviali & nella forma H§’, ovvero & immediatamente disponibile per le re@zio metilazione e
di riduzione (Cossa et al. 1996). Le concentrazidniHg rilevabili nelle acque oceaniche
profonde sono molto basse, di solito al di sott@ dg/l; una parte del Hg disciolto é sotto forma
di clorocomplessi mentre la rimanente & associgparticelle in sospensione; nelle acque di
superficie altamente produttive il Hg pud esseresente anche come Hgnentre in quelle
profonde si ritrovano esclusivamente le forme oiga MeHg e DMeHg (Mason et al. 1995;
Cossa et al. 1994, 1996). Nelle acque oceanichferate, al di sotto del termoclino, si forma
principalmente DMeHg; il DMeHg a causa della suatabilitd viene per la maggior parte
demetilato a formare MeHg. Nelllambiente oceanicdMeHg costituisce la forma di Hg
organico maggiormente presente e costituisce k& forimaria di MeHg (Horvat et al. 1999).

La concentrazione di Hg nelle acque delle areeerestende ad essere maggiore rispetto a
quella rilevata nelle acque aperte e questo & dossgenzialmente alla presenza di abbondante
materiale particellato (Cossa et al. 1996). La eatrazione del Hg associato al particellato varia

da 0,05 a 1 pg/g nelle aree non contaminate meaggiunge i diversi pg/g nelle aree costiere
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contaminate (Horvat 1996); la concentrazione del difgiolto invece € piuttosto bassa con
concentrazioni comprese tra 0,3 a 1,6 ng/l. La tiigandi Hg associato al particellato é
direttamente proporzionale al contenuto in materganica di quest’ultimo, soprattutto in zone
ricche di fitoplancton. Nelle acque costiere il DNgge presente in concentrazioni estremamente
basse mentre il MeHg si ritrova essenzialmentettegh particellato (Cossa et al. 1996); il
MeHg puo costituire fino al 3% del Hg totale asatwial particellato. (Coquery and Cossa 1995;
Coquery et al. 1995; Cossa et al. 1996). Nelle zmstiere (comprese le zone di estuario) la
reazione di metilazione avviene sia nella colonaadglia che nei sedimenti.

I MeHg che si forma nelle zone costiere & da umt@uli vista quantitativo molto importante,
essendo circa 10 volte superiore a quello trasfpomamare dai fiumi. La produzione di MeHg
nelle zone di upwelling invece € estremamente bassa

| sedimenti oceanici costituiscono un’importanteba&io per il Hg associato al particellato
oltre che essere sede del processo di metilazieheig® a MeHg e DMeHg . Nei sedimenti la
produzione del MeHg e influenzata dalla concentraai di solfuri; alllaumentare della
concentrazione dei solfuri il MeHg viene perso aszadi una reazione di dismutazione, un
processo attraverso il quale il MeHg viene trasfitiomin DMeHg e HgS attraverso la
decomposizione del dimetilmercurio solfuro. Talkz®ni possono anche generare’ ldgcausa
della riduzione di H§ (Craig and Moreton 1986; Winfrey and Rudd 19904 iSDMeHg che il
Hg’ sono in forma gassosa e volatilizzano dai sedimé@nMeHg associato al particellato
presente nei sedimenti costituisce circa 1'1% dej tdtale ed origina prevalentemente da
processi di metilazione che avvengono in loco. iffusione del MeHg e del H{ dai sedimenti
alla colonna d’acqua soprastante & piuttosto basis& regolata dai processi di diffusione
molecolare e dal trasferimento biologico a livetiifici superiori (Covelli et al. 1999).

In Figura 1 e riportato il ciclo marino del merauri
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Hg, - particulate Hg

Hgng - reactive Hg
CH3Hg" - monomethyl Hg
(CH3);Hg - dimethyl Hg

Figura 1. Ciclo marino del mercurio (Horvat et al. 1999).
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1.3. Il mercurio nel Mediterraneo

Il bacino del Mediterraneo € un bacino intercomitaie semichiuso situato tra Europa, Africa
e Asia, occupato nella sua parte centrale dal Maditdrraneo e caratterizzato da un’intensa
attivita geotermica e dalla presenza di estesi sleph HgS (Renzoni et al. 1998; Storelli et al.
2005). Dal HgS si estrae il Hg previo arrostimentaorrente d’aria e successiva condensazione
del gas prodotto (Clarkson 1997). In natura il Hgmamente presente come metallo nativo ma si
ritrova generalmente nel HgS, nella corderite,ankiingstonite ed in altri minerali; HgS € il piu
comune di questi ed € l'unico sfruttato con buordmmento per I'estrazione del mercurio.

Circa il 60% dei depositi di Hg di tutto il mondol@ralizzato nel bacino del Mediterraneo
(Ferrara et al. 1997); nell'area Mediterranea simiire presenti diverse fonti naturali di Hg
quali alcuni vulcani attivi e numerose sorgenti esiergia geotermica. | dati riguardanti le
emissioni di Hg nell’atmosfera da parte dei vulc&tiomboli, Vulcano ed Etna indicano che
questi rappresentano una sorgente importante dpétgil Mediterraneo (Siegel and Siegel
1984). Le patrticolari caratteristiche geologichensmate allo scarso ricambio idrico del Mar
Mediterraneo, all’elevata intensita della radiaei@olare e alle alte temperature ambientali che
caratterizzano quest’area per molti mesi dell’aniaypriscono i meccanismi biologici, foto-
chimici e fisici responsabili della formazione ell'denissione dai suoli e dalle acque di Hg
(Ferrara et al. 1997). Studi condotti hanno stimette I'emissione di Hydalla superficie
acquatica del Mar Mediterraneo ammonta a circa dthdllate all’anno, rappresentando la
principale sorgente naturale di questo metalld’peera atmosfera (Ferrara et al. 2000).

Notevole importanza riveste inoltre il flusso di Higrivante dagli impianti minerari di
lavorazione del HgS: le miniere del complesso nanerspagnolo di Almaden, le miniere di
Idrija (Slovenia) e le miniere del complesso mineralel Monte Amiata in Italia che hanno
prodotto la quasi totalita del Hg estratto in E@aogel corso dell’'ultimo secolo (22). Almadén,
centro minerario della Spagna centrale e attualeniéptincipale fornitore mondiale di mercurio
mentre in Italia, tra il 1905 ed il 1974 la minidmscana di Abbadia (Le Lame, Monte Amiata)
ha prodotto circa 50.000 tonnellate di Hg metajliwel 1982 I'Eni ha sospeso definitivamente le
attivita di estrazione dalla miniera italiana. Aadhrija, citta della Slovenia a pochi chilometri
dal confine italiano, possiede dei ricchi giacimehtHgS che sono stati sfruttati a partire dal
1500 con una produzione media annua di oltre 500eaitate di Hg. La miniera di Idrija € stata

chiusa definitivamente nel 1996.

17



Gli scarichi antropici e le acque dei fiumi provamti da aree industrializzate costituiscono
una fonte importante di contaminazione a livellledeone costiere; anche le deposizioni secche
e umide di H§' rappresentano un apporto rilevante di Hg alle aatgl Mediterraneo. Il Hg
apportato dalle deposizioni pud essere ridotto falima HJ ed essere emesso dalla superficie
acquatica oppure puo legarsi al materiale paréitelln soluzione e depositarsi con questo a
livello dei sedimenti. In particolare i sedimenti prossimita di aree costiere ad elevato carico
antropico costituiscono una vera e propria sorgenkég a partire dalla quale questo tossico puo
essere mobilizzato verso i circostanti ecosistettnagerso processi biologici e fisico-chimici
(Covelli et al. 2001; Fitzgerald and Lamborg 200Bya concentrazione di Hg rilevata nei
sedimenti acquatici varia da 0.01 a 500 mg/kg. Walodi sotto di 0.1 mg/kg si ritrovano in aree
naturali e prive di influenze antropiche, mentrxiadi concentrazione superiori a 1 mg/kg sono
generalmente presenti in aree contaminate (Camaé§2). | sedimenti al largo del Mar
Mediterraneo presentano una concentrazione medi@.ldimg/kg (Baldi et al. 1983) che
corrisponde al doppio della concentrazione mondialeackground (Nelson al. 1975). Queste
concentrazioni elevate sono connesse alla presggizdepositi di HgS ed all'intensa attivita
geotermica e vulcanica sottomarina presente neitbtegneo (Bernhard and Buffoni 1982). Va
evidenziato come la maggior parte degli studi gicenti relativi alle concentrazioni di Hg nei
sedimenti mediterranei sono stati effettuati ineasdguate nelle immediate vicinanze di attivita
estrattive minerarie (Barghigiani et al.1996; Hargtal.1999; Covelli et al. 2001; Covelli et al.
2008; Emili et al. 2011; Covelli et al. 2011), mrenla distribuzione spaziale e temporale del Hg
nei sedimenti in mare aperto rimane poco documerdgabecessita di essere approfondita (Di
Leonardo et al. 2006).

Diversi autori hanno riportato che la contaminaeiata Hg delle specie ittiche del Mar
Mediterraneo risulta nettamente superiore rispettguella rilevabile in pesci, crostacei e
molluschi dell’Oceano Atlantico, appartenenti aléesse specie o a specie con abitudini
alimentari simili, con concentrazioni di Hg fino4avolte piu elevate (Peterson et al. 1973;
Renzoni et al. 1975; Baldi et al. 1978; Renzoni 8 93toeppler et al. 1979; Bernhard and
Renzoni 1977; Bernhard and Buffoni 1982; Berntetrdl. 1984; Bernhard 1988; Andre et al.
1991; Hornung et al. 1993; Renzoni et al. 1998uéier et al. 2009).

Le elevate concentrazioni di Hg nelle acque del ildecineo sembrano essere primariamente
connesse alla presenza di estese formazioni geblgicche di Hg (Cossa et al. 2009). Gili
scarichi antropici e le acque dei fiumi dei temiitwon componenti geologiche metallifere inoltre

costituiscono una sorgente importante di contanmm&zdei prodotti ittici nella vicinanza dalle
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coste (Cinquina et al. 1995). Le caratteristichela@giche sommate allo scarso ricambio idrico e
alle condizioni oligotrofiche di questo mare soratgolarmente favorevoli alla produzione di
MeHg che viene prontamente assimilato dagli organiacquatici appartenenti sia ai livelli
trofici piu elevati quali il tonnohunnus thynnusthe ai livelli trofici inferiori quali le sardine
(Sardinapilchardug e le alici Engraulis encrasicolusBaldi et al. 1978; Ghidini et al. 2000;
Cossa et al. 2009). Nei pesci del Mediterraneo igvano concentrazioni di MeHg
significativamente elevate anche nei pesci, nestaaei e nei molluschi bentonici, appartenenti
ai livelli trofici piu bassi, che vivono in strettwontatto con gli stati superficiali dei sedimenti
dove avvengono i processi di metilazione (Hornu®86); gli organismi bentonici costituiscono
I'alimentazione dei pesci appartenenti ai livetbfici superiori e questo sembrerebbe essere il
motivo delle maggiori concentrazioni di MeHg ristate nei pesci del Mediterraneo rispetto a
quelli dell’Oceano Atlantico (Bernhard and Renzd@v7; Bernhard and Buffoni 1982)

1.4. Il mercurio nel Golfo di Trieste

Numerosi studi hanno evidenziato concentraziongipiuttosto elevate nei sedimenti del
Mar Adriatico ed il Golfo di Trieste risulta essemea delle aree maggiormente soggette ad
inquinamento da Hg dell'intero Mediterraneo (Fearaand Maserti 1992; Covelli et al.
1999;Covelli et al. 2001; Ogrinc et al. 2007; Cdiveti al. 2011; Emili et al. 2011).

Le cause di questa contaminazione sono da atsiballe numerose attivita industriali
presenti nel Golfo e soprattutto alla presenza dieicimenti minerari di HgS situati
nell’entroterra, nella vicina citta slovena di |drida cui € stato estratto Hg a partire dal 1500.

Per anni le acque del torrente Idrijca, che attsavéa citta di Idrija, hanno drenato i suoli
mercuriferi del distretto minerario confluendo pwl fiume Isonzo, il quale ha trasportato i
sedimenti contaminati fino alla propria foce nelliGali Trieste. Il flume Isonzo costituisce il
principale apporto di acqua dolce al golfo di Tieeed il sistema Isonzo-Idrijca rappresenta
I'anello di congiunzione tra la fonte di contamima® e le sedi di accumulo parziale, ovvero
I'area centrale del Golfo di Trieste, e finale, exv la Laguna di Grado e Marano (Faganeli et al.
2003; Kotnik et al. 2005). L'attivita estrattivalldeseconda piu importante miniera di Hg al
mondo si € protratta per circa 500 anni riducendomilualmente fino alla definitiva chiusura nel
1996. Complessivamente sono state scavate piumilidni di tonnellate di roccia mineralizzata
a Hg, essenzialmente HgS ma anche Hg nativo (MIa8@#4). Sebbene la provenienza del Hg
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nell'area di Idrija sia legata al giacimento, lagg@r parte del metallo rinvenibile nei suoli, nei
sedimenti superficiali e lungo le sponde del fiulsenzo e del suo affluente Idrijca € Hg
rimobilizzato dall’attivita mineraria, rilasciatoelfatmosfera dai condotti di ventilazione della
miniera, dai camini dell'impianto di “arrostimentdélla roccia mineralizzata e successivamente
ricaduto al suolo con le precipitazioni. Gli stesssidui di lavorazione del minerale sono stati
abbandonati in prossimita degli impianti lungo p@isde del corso d'acqua. Si stima che solo il
73% delle complessive 144.000 tonnellate di metedityatto sia stato recuperato (Gosar et al.
1997), mentre la restante parte sia stata dissigditambiente circostante.

In Figura 2 é riportata la distribuzione delle cemitazioni di Hg nei sedimenti del Golfo di
Trieste. Le concentrazioni sono espresse in ppmcédrazioni fino a 25-3(g/1, due ordini di
grandezza superiori al background naturale peed'amediterranea (Qu@y/1), sono state
riscontrate alla foce dell'lsonzo evidenziando wtrdmento esponenziale in funzione della
distanza dalla bocca fluviale verso il mare apé@ovelli et al. 2001).

Gli apporti isontini, dispersi prevalentemente wersccidente a causa del sistema di
circolazione antiorario delle correnti che caramano ['Adriatico settentrionale, hanno
contribuito ad incrementare le concentrazioni di Mgn solo nei sedimenti ma anche nella
componente biotica delle adiacenti lagune di Marar®rado (Brambati 1997). In aggiunta, lo
sversamento di Hg nel fiume Aussa immissario deleguna di Marano, determinato
dall'impianto cloro-soda del complesso industr@il@orviscosa (UD), € iniziato nel 1949 e si e
protratto fino al 1984 quando sono stati adotta¢itodi di recupero e depurazione adeguati
(Daris et al. 1993). Per tali ragioni, I'ambientgunare risulta aver subito una duplice
contaminazione con modalita e tempi differenti éfazione alle due sorgenti menzionate. Le
ricerche condotte nel Golfo di Trieste (Covelli 89T ovelli et al. 1999; Horvat et al. 1999;
Covelli et al. 2001, Faganeli et al. 2003) sonaestevolte alla speciazione del Hg, ovvero alle
diverse forme chimiche del metallo rilevabili refiibiente acquatico, alla loro interazione ed
alla loro biodisponibilita. In particolare, e statwidenziato che nei sedimenti marini il Hg e

accumulato fino a circa un metro di profondita ingsimita della foce dell’lsonzo.
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Figura 2. Distribuzione di Hg nei sedimenti del Golfo di Tste (Covelli et al. 2001).

Le variazioni delle concentrazioni con la profoadiorrelano molto bene con i dati relativi
all'attivita estrattiva ad Idria. Il Hg & preserite forma detritica, prevalentemente HgS, nei
sedimenti siltoso-sabbiosi in prossimita della fdlkceiale isontina e nei lidi costieri ad essa
adiacenti (Biester et al. 2000). Nell'area centdakgolfo il Hg e invece associato alle particelle
piu fini, probabilmente assorbito sulla superfigei minerali argillosi e/o parzialmente
complessato dai colloidi e dalla sostanza orgame#la colonna d'acqua i valori del coefficiente
di distribuzione indicano che il Hg e prevalenteteeassociato al particellato in sospensione
mentre il Hg disciolto é invece reattivo e quinditgnzialmente riciclabile e coinvolgibile nei
processi biogeochimici prima fra tutti la metilaagobatterica.

Le concentrazioni piu elevate di MeHg nella colordiacqua e nei sedimenti sono state
riscontrate nelle aree piu distanti dalla foce itile isontina. Da esperimenti sui flussi bentici
allinterfaccia acqua-sedimento eseguiti sul foadil golfo, & stato stimato che almeno il 50%
del MeHg rilasciato nella colonna d'acqua & pradatt situ dalla metilazione batterica. La
mobilita biogeochimica del Hg nei sedimenti del 8alli Trieste & indubbiamente limitata ai
primi centimetri ovvero i piu superficiali.

Il rischio di rimobilizzazione delle specie merdare appare piu elevato nei periodi autunnale
ed invernale in relazione al passaggio da una zan di rapida solfato-riduzione estiva ad una
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condizione caratterizzata da un’attivita batterid®tta dovuta all’'abbassarsi della temperatura;
guesta condizione risulta adatta alla trasformazioel Hg, al suo accumulo nelle acque
interstiziali ed al suo successivo rilascio netéiriaccia acqua-sedimento. | sedimenti del settore
centrale del Golfo di Trieste possono pertanto ressmnsiderati un'importante sorgente
secondaria di forme chimiche di Hg mobili nell'asrtie marino (Covelli et al. 1999).
Attualmente, nonostante le attivita di estraziolam® state sospese nel 1996, l'apporto di Hg
nel golfo, nell'arco dell'anno, avviene propriozjeaallingente contributo di metallo associato al
particellato in sospensione durante gli eventiidng; al contrario nei periodi di regime normale
o di magra gli apporti risultano essere modestiv@lpbet al. 2004). | sedimenti della Laguna di
Marano e Grado evidenziano un decremento progesivg da 10 a 1 ppm spostandosi da est
verso ovest; la presenza di Hg e stata inoltrertate@esino ad una profondita di circa 30-40 cm.
Questo gradiente emerge anche dalle analisi edtettsugli organismi e sulle piante acquatiche
lagunari dell'intera catena trofica (Brambati 19973 variabilitd delle concentrazioni di Hg
riscontrata nelle specie acquatiche analizzateugtavia, da porre in relazione alle loro
caratteristiche: i mitili Mytilus) e le vongole Tape$, organismi filtratori, sono caratterizzati da
basse concentrazioni (200 e 350 ppb in media, ttigpmente). Tenori piu elevati (200-1900
ppb) sono stati determinati nel gambereRaléemon, mentre valori molto elevati (media 0.5-
0.7 ppm; max 2-3 ppm) sono stati osservati neltgu@obius nige)y e nel latterino Atherina
boyer). Valori anomali (fino a circa 5 ppm) simili a @iesono stati determinati nelle specie
ittiche allevate nelle valli da pesca interne #diguna (ad esempio nell’orat8garus auratpe
nella spigola Dicentrarchus labrax rispetto ai medesimi esemplari pescati in marertap |
valori piu alti riscontrati nella spigola e nelbda sono legati alle loro esigenze trofiche che ne
fanno, accanto all'anguilla, i consumatori finalitatta la catena trofica lagunare, a meno che
non intervenga la predazione da parte degli ucegllini o da parte dell'uomo (Brambati 1997).
In uno studio effettuato nel 2000 sono stati massinfronto i livelli di Hg misurati nei pesci
provenienti dall'Alto Adriatico con l'obiettivo dihndagare la distribuzione di questo metallo
tossico in funzione delle categorie tassonomiclet Jidello trofico e delle abitudini di vita dei
pesci. | risultati sono stati suddivisi in gruppilla base delle abitudini alimentari e I'analisi
statistica ha messo in evidenza concentrazioniifgigtivamente piu elevate per i pesci
bentonici piuttosto che per i predatori finali dis@mente da quanto si potesse prevedere sulla
base dell'incremento di accumulo dovuto alla biomfacazione. In questo caso i pesci
bentonici, con comportamento piu stanziale rispettopredatori finali, riflettono I'elevata
disponibilita locale di Hg nei sedimenti (Ghidirtiad. 2000). Uno studio del 2008 ha confermato
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la presenza di elevata contaminazione da Hg negénismi acquatici dell’Adriatico; anche in
guesto caso le concentrazioni maggiori sono stigieate nei pesci (0.07-1.56y/g), seguiti dai
molluschi (0.10-0.5%g/g) e dai crostacei (0.27-0.88/g) (Storelli 2008).

Sebbene attualmente l'attivita estrattiva dellaienandi Idria si sia arrestata e nonostante una
tendenza al graduale decremento sia indicata iticpire dai profili allinterno della
successione sedimentaria del Golfo di Trieste, asaadel protrarsi e dell'estensione della
contaminazione nell'intero bacino fluviale, non pbtizzabile, almeno a breve termine, una
drastica riduzione degli apporti di Hg negli ambieostieri dell'area.

L'ipotesi di un processo naturale di recupero @eamarine contaminate potrebbe essere
rappresentato dal seppellimento degli strati dirsedto contaminati ad opera di nuovi contributi
terrigeni incontaminati. Nel caso del Golfo di Hie e, conseguentemente della Laguna di
Marano e Grado, tale ipotesi sarebbe da scartdee rotevole quantita di Hg attualmente
accumulato nei sedimenti insieme a probabili nuapporti manterranno le aree del golfo e

lagunare esposte al potenziale impatto del mesalleecosistema marino.
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2. Fonti di esposizione e meccanismi di tossicit&ldmercurio

I Hg € un inquinante estremamente pericoloso pesdlute umana e la sua tossicita si
differenzia in funzione della forma chimica di asswwne pur rimanendo il sistema nervoso
centrale ed il rene i due principali organi bergagdlra le diverse forme chimiche quella organica

e senza dubbio la piu tossica e pericolosa.

2.1. Mercurio elementare

Escludendo le esposizioni di tipo professionalepriacipale fonte di esposizione umana al
Hg® & rappresentata dai vapori rilasciati dal’amalgatelle otturazioni dentali; 'amalgama &
costituita per il 50% da Hg e per il 50% da argg@tg), rame (Cu), zinco (Zn) e stagno (Sn) ed
e stata utilizzata per le otturazioni dentali a&ipadal 1800. Diversi studi effettuati sia sullmo
che sugli animali hanno evidenziato come le amafgatantali contribuiscano in maniera
significativa all’'accumulo corporeo di Hg (IPCS 199JS DHHS 1993; Weiner and Nylander
1995). Dalle otturazioni dentali vengono rilasciepori di HJ e ioni metallici; i vapori di Hg
vengono in parte esalati, in parte inalati nei pwimed assorbiti dal torrente circolatorio ed in
parte trattenuti a livello salivare ed inghiottiiolo una minima parte del Plinghiottito viene
assorbita dal sistema gastrointestinale (0,04%)rlixismo e la continua masticazione di
chewing-gum possono aumentare il rilascio di’Hlle otturazioni e di conseguenza
I'esposizione.

Il Hg® grazie alla sua elevata tensione di vapore, \@aserbito facilmente per inalazione nel
tratto respiratorio; passato al torrente circolatg@razie alla sua elevata liposolubilita ed alla
mancanza di carica elettrica e in grado di attsarer facilmente le membrane cellulari inclusa
quella emato-encefalica ed accumularsi nel sisteemaoso centrale dove espleta la sua tossicita
(Clarkson 1994).

Allinterno dei globuli rossi il H§ viene ossidato a Hg dall'enzima catalasi ed in questa
forma si accumula nei reni danneggiandoli (Halbaoth Clarkson 1978; Honda et al. 2006).

Una parte del Hyviene ossidato alla forma inorganica’Hanche all'interno del cervello. I

sistema nervoso centrale & I'organo critico pespasizione ai vapori di Hee studi effettuati
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post-mortem hanno rilevato la presenza di elevateentrazioni di Hg all’interno del cervello di
alcuni ex-minatori di Hg anche diversi anni dopesposizione. Le maggiori concentrazioni di
Hg sono state rilevate all'interno dell'ippocamplella corteccia cerebellare, nel nucleo dentato
e nelle ghiandole pituitaria e pineale (Byrne etla8b5; Falnoga et al. 2000).

Gli effetti neurotossici causati dall’esposizioneHg® sono stati riscontrati prevalentemente in
persone esposte professionalmente per lunghi peficgmpo ai vapori di Hje comprendono
sintomi quali: irritabilita, depressione, introviense, ansia, apprensione e scarsa fiducia in se
stessi (WHO 1976, 1991, 2003; Hribernik 1950; Kolel al. 2006). Grazie all’elevata
liposolubilita il Hd &in grado di attraversare la barriera placentarari@bn 1989), mentre viene
escreto solamente in minima quantita nel latte matéPitkin et al. 1976; Grandjean et al. 1995
a, b).

2.1.1. Metabolismo e cinetica del mercurio element&

Studi effettuati sul’'uomo hanno mostrato che it&@W% del H§ inalato viene assorbito dai
polmoni e passa nel torrente circolatorio per @sdestribuito in tutto il corpo (Hursh et al. 1976;
Sandborgh-Englund et al. 1998); il Hyiene assorbito molto poco attraverso il tratto
gastrointestinale (0,04%) (Geijersstam et al. 20pdjbabilmente a causa della sua rapida
trasformazione a livello gastrico in Hge successivo legame con i gruppi sulfidrilici (Sté)le
proteine (Clarkson et al. 1961; Berlin and Gibsd@63). Anche l'assorbimento cutaneo e
trascurabile (assorbimento pari al 2% dell’assodnta polmonare) (Hursh et al. 1989). Penetrato
nell'organismo il H§ viene rapidamente ossidato a’Hgd opera dell’enzima catalasi e si
accumula in questa forma in diversi tessuti priraitutti i reni. Il HJ inalato, prima di essere
ossidato, € in grado di attraversare la barrieraterancefalica e la barriera placentare andando
ad accumularsi nel cervello (Berlin et al. 1969 et feto (Khayat and Dencker 1982). Diversi
studi hanno rilevato la presenza di depositi dinggcervello fetale in seguito ad esposizione ad
Hg® (Vimy et al. 1990) anche se la maggior parte dgblecumulato nei feti si ritrova a livello del
fegato (Khayat and Dencker 1982; Vimi et al. 199@kahashi et al. 2001). In seguito ad
esposizione il tempo di dimezzamento della coneeiine del Hf nel sangue va dai 3 ai 18
giorni; il Hg® viene escreto prevalentemente attraverso l'aritasa
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2.2. Mercurio inorganico

Gli effetti tossici dovuti all’esposizione sia algH che al H§" sono stati associati
principalmente ad esposizioni di tipo lavorativontne nella popolazione generale la principale
fonte di esposizione al mercurio inorganico (IHg¥astituita dai vapori di Hyrilasciati dalle
otturazioni dentali (WHO 1991). Anche I'utilizzo dreme e saponi sbiancanti, contenenti sali di
Hg, costituisce una fonte di esposizione al IHgi aamsme I'utilizzo del Hg liquido nei rituali

religiosi tipici di alcune culture.

In minima parte I'esposizione al IHg puo avvenimeclae attraverso il consumo di cibo
contaminato anche se gli ioni di Hg inorganici‘tégl H* vengono assorbiti solo parzialmente
(<10%) dal tratto gastrointestinale. Il figuna volta penetrato nell’organismo manifesta la su
tossicita essenzialmente in sede renale (WHO 10@8ttkson 1997). Il HY si lega ai gruppi SH
delle proteine e puo interferire con le funzionietizimi e proteine di struttura delle cellule;
I'esposizione prolungata al Eigsembra inoltre essere causa di danni ai microtubali

citoscheletro cellulare (Pendergrass et al. 198i® ohe di stress ossidativo (Olivieri et al. 2D00

Il Hg** a causa della sua scarsa solubilita lipidica ndn @rado di attraversare la barriera
emato-encefalica e la placenta se non in minimeepénale (Clarkson 1989): al contrario il ¥ig
si accumula nel fegato e nei reni molto rapidaméNtelsen and Adersen 1990) ed e in grado di

passare nel latte materno (Pitkin et al. 1976; Gesam et al. 1995 a, b).

2.2.1. Metabolismo e cinetica del mercurio inorgaed

Meno del 10% del IHg assunto con la dieta e aswodal tratto gastrointestinale, anche se
I'assorbimento nei bambini sembra essere maggiécello del sangue il HE & trasportato
per pill del 50% a livello plasmatico ed il tempo dimezzamento del H§ nel sangue
corrisponde a circa 28 giorni.

Hg?* non & in grado di attraversare la barriera ematfatica (Berlin et al. 1969) o la
placenta (Khayat and Dencker 1982; Urbach et a@2)9L’escrezione del Hg avviene

prevalentemente attraverso le feci e le urine; asocdi esposizione elevata il Hgiiene
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eliminato soprattutto attraverso le urine. Il #giene escreto nel latte materno legato alle
albumine ed alle caseine sieriche (Sundberg é080).

2.3. Metilmercurio

La principale fonte di esposizione umana al MeHpstituita dal consumo di pesce, frutti di
mare e mammiferi marini (Kjellstrom 1986; Davidsd®95; Sorensen and Murata 1999;
Bellanger 2000; Sanzo 2001; Hightower 2003; Malyaéfeal. 2004). Il MeHg € un composto
fortemente tossico e biodisponibile e una voltaods® dai produttori primari tende a
bioaccumularsi nel passaggio attraverso la catiémam@tare acquatica concentrandosi nei tessuti
degli organismi posti al vertice della catena stelsmaggior parte dei quali vengono consumati
dall'uomo. | grandi pesci predatori che occupaneeitici della catena alimentare acquatica
risultano essere la fonte piu importante di intmdoe di MeHg nell’organismo umano (WHO
1990). La concentrazione di Hg nel pesce di maceraggiungere i ug/g, con una media di
0.2-0.5ug/g. In acque contaminate il pesce puo accumuiaoeaf 40ug/g di Hg mentre in acque
non contaminate le concentrazioni sono inferio@.20 ug/g nel pesce ed inferiori a 0.1@/g
nei molluschi e nei crostacei. Nei pesci il MeHgJubile in acqua, penetra sia attraverso
l'alimentazione sia attraverso le branchie accumaai nei muscoli assiali (Ferrara and Funari
2004). La penetrazione del MeHg all'interno destésé mediata dalla formazione di complessi
tra il MeHg e la L-cisteina (L-Cys) che vengonospartati all'interno delle cellule da dei
carriers aminoacidici (Pinheiro et al. 2009). Elivdi Hg nei pesci generalmente aumentano con
I'eta, le dimensioni ed il peso (Clarkson et al02)) I'accumulo varia significativamente tra le
specie e si assume sia correlato alla dieta, intquemaggiore nei pesci aventi livelli trofici piu
elevati quali ad esempio il tonnd@Hunnus thynngsil pesce spadaX{phias gladiu}, il pesce
san pietro Zeus fabey, il merluzzo Gadus morhupe la verdescaPfionace glaucatra i pesci
marini ed il luccio Esox luciuy, la trota Salmo truttd ed il pesce persicd’erca fluviatilig tra i
pesci d’acqua dolce (EPA 1997, 2003; UNEP 2002; |&itic et al. 2011a). Il fattore di
bioconcentrazione ovvero il rapporto tra la conaaibne di MeHg nei tessuti dei pesci e la
concentrazione di MeHg nell’acqua e generalmentepceso tra 10.000 e 100.000.

I MeHg costituisce fino all’'80-100% del mercuriotale (THg) presente nei muscoli assial

dei pesci appartenenti ai livelli trofici piu eld@v#Storelli et al. 2001; Honda et al. 2006) e
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nessun metodo di cottura e in grado di rimuoverMéHg dal pesce (Morgan et al. 1997;
Chicourel et al. 2001).

Nei muscoli assieli dei pesci che occupano livielferiori della catena alimentare il MeHg
costituisce fino al 54% del THg presente (Storlal. 2005; Agah et al. 2007; Magalhaes et al.
2007).

All'interno dello stesso livello trofico, pesci divsi possono differire notevolmente nel
contenuto di Hg e la concentrazione di Hg in urcpe®mon puo essere stimata in modo affidabile
sulla base delle concentrazioni determinate ndli® anatrici ambientali quali ad esempio
'acqua ed i sedimenti. L’'accumulo di MeHg nei mpis@ssiali dei pesci potrebbe costituire un
meccanismo di difesa, inteso come la compartimenriazdi una sostanza tossica all'interno di
un sistema capace di risentire in misura inferteta tossicita, al fine di ridurre il contatto con
organi o sistemi piu sensibili. L'elevata lipofita del MeHg oltre a consentirne
I'attraversamento delle membrane cellulari anchecarrispondenza di barriere come quella
emato-cerebrale o placentare, € la caratteristieane riduce la possibilita di escrezione. | tempi
di dimezzamento del MeHg, se gli organismi acquagposti vengono spostati in aree non
contaminate, vanno da 6 mesi per i mifiliygilus) a 2 anni per il luccioEsox luciu¥, (Majori et
al. 1967). Le popolazioni la cui dieta prevede iz@halmente un elevato consumo di pesce
fresco risultano potenzialmente esposte alla tiasidel MeHg. Facilmente assimilabile
attraverso il tratto gastrointestinale il MeHg pooa danni ingenti al fegato, al rene e soprattutto
al cervello; sia il cervello dell’adulto che quelitel feto risultano estremamente sensibili alla
tossicita del MeHg anche se il sistema nervosolefeta via di sviluppo risulta essere
particolarmente reattivo all’azione di questo tos§INRC 2000; Myers et al. 2000). | neonati ed
I bambini inoltre possono essere esposti al MeHfamttraverso il latte materno.

La neurotossicita del MeHg é nota soprattutto guge ad alcune vicende di intossicazione
collettiva del secolo scorso, prima fra tutte quethe interesso negli anni '50-'60 la Baia di
Minamata in Giappone, dove I'assunzione di pescdgarninato dal Hg rilasciato nelle acque
della baia da un complesso industriale per la priothe dell'acetaldeide interesso con gravi o
gravissime conseguenze oltre 12.000 persone (Tsulak Irukayama 1977). Le persone
intossicate manifestarono disordini neurologici ati@rizzati da atassia, parestesia,
indebolimento del campo visivo, perdita dell’'udittifficolta ad articolare le parole, disordine
mentale e nei casi piu gravi paresi e morte (Carkand Strain 2004). | bambini nati da donne
che avevano consumato pesce contaminato presemtaat®m nascita marcate anomalie

neurologiche, ritardo mentale e paralisi cerebf@echfeld 2003) anche in assenza di effetti
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tossici rilevabili nelle madri. | livelli di Hg migati nei capelli dei bambini erano compresi tra 10
e 100 ppm, mentre non erano disponibili misurazsonguelli materni (Gochfeld 2003).

Un altro episodio di intossicazione dovuta al Me&lyenne in Iraq tra il 1971 ed il 1972.
L'esposizione in questo caso avvenne attraversooiisumo di pane preparato utilizzando
sementi trattate con il MeHg come fungicida. Leigadioni riportate sui sacchi di sementi, che
ne indicavano la contaminazione, non vennero cosapdalla popolazione locale poiché scritte
in spagnolo e le sementi vennero macinate per preda farina con cui preparare il pane (Bakir
et al. 1973; Myers et al. 2000). Lintossicaziomeeresso piu di 6000 persone e causo 400
vittime. Come nellintossicazione di Minamata, aacim questo caso i principali sintomi
riscontrati furono di tipo neurologico: parestesigssia, amaurosi, disartria, ipoacusia e sordita.
Si osservarono anche tremori, ipostenia, riflessrmali ed ipotonia muscolare. Anche in questo
caso i bambini esposti in utero al MeHg (in patace durante il terzo trimestre di gestazione)
mostrarono la piu alta sensibilita manifestandovgratardo mentale, ipotonia muscolare e
ariflessia. In entrambi gli episodi di intossicamosi riscontrdo un periodo di latenza (16-38
giorni in Iraq e diversi anni in Giappone) tra pesizione al MeHg e la manifestazione dei
sintomi neurotossici (Amin-Zaki et al.1974; Hard®95).

2.3.1. Metabolismo e cinetica del metilmercurio

Nelluomo il 95% del MeHg ingerito attraverso iba € assorbito dal tratto gastrointestinale
(Aberg et al. 1969; Miettinen 1973), da qui paskaistema circolatorio e viene distribuito
all'intero organismo in 1-2 giorni (Clarkson 1997).livello del sistema circolatorio il MeHg
viene trasportato per il 90% all'interno dei glabubssi grazie ai legami con i gruppi SH
dell’emoglobina e per il 10% nel plasma. Il MeHgregrado di attraversare facilmente la
barriera emato-encefalica (Vahter et al. 1995) ddaiera placentare attraverso dei carriers
aminoacidici (Kerper et al. 1992; Kaijwara et &986).

Nel corpo quasi tutto il MeHg si trova legato dltamina, al glutatione (GSH) o alla L-Cys e
la formazione di questi complessi sembra esseaebakbe del maggiore o minore assorbimento
del MeHg all'interno dei diversi organi. Diversusl in vitro e su animali hanno dimostrato che
il trasporto del MeHg all'interno del fegato e sagutto del cervello risulta piu efficiente in
seguito alla formazione dei complessi MeHg-L-@aschner et al. 1989; Kerper et 4992;

Roos et al. 2010). La formazione di complessi @DAcisteina (D-Cys) al contario ostacola la
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penetrazione del MeHg all'interno delle cellule etadiali dei capillari cerebrali mentra la
formazione di complessi con la L-metionina (L-Mietabolisce totalmente (Aschner 2002).

Come visto precedentemente, nei tessuti dei peStHg si ritrova prevalentemente proprio
sottoforma di complessi MeHg-L-Cys, aumentandouasio modo il rischio di contaminazione
attraverso il consumo di pes@@inheiro et al. 2009).

Una parte del MeHg penetrato nel cervello vieneidaapente demetilato alla forma
inorganica H§"; i meccanismi con i quali il MeHg esercita la piapneurotossicitd non sono
stati ancora del tutto compresi (Roos et al. 2001@),sembrano essere correlati alla capacita del
catione HG" di legarsi ai gruppi SH di enzimi, canali ionicirecettori di membrana causando
I'inibizione dei piu importanti sistemi antiossidarellulari quali I'N-acetil-L-cisteina (NAC),
I'acido alfa-lipoico (ALA) e il GSH oltre che di derminare la produzione di radicali liberi
(Mozzafarian and Rimm 2008).

Una volta all'interno del sistema nervoso centrhl®eHg si accumula all'interno degli
astrociti con tempi di dimezzamento estremamentegglu e causando intense disfunzioni
neurologiche (Davis et al. 1994; Aschner 1996; €kson 1997; Pedersen et al. 1999).

L'eccitotossicita € un fenomeno di tossicita neal®rtonseguente all'esposizione ad elevate
concentrazioni di glutammato (Glu), il principaleunotrasmettitore eccitatorio del sistema
nervoso centrale. | recettori ionotropici postsimapdel Glu sono regolati dal N-metil-D-
aspartato (NMDA) e una volta attivati dal proprigahdo o da altri fattori lasciano fluire ioni
Na' e C&" all'interno del neurone e ioni'kal suo esterno.

L’eccitotossicita € una delle cause principali elelleurotossicita del MeHg ed esiste una
correlazione molto forte tra le aree del cervellvatterizzate da elevata incidenza di danni
neuronali indotti dal Hg e le aree con la maggiengita di recettori NMDA. Ad esempio le
cellule cerebellari molecolari e del Purkinje, clkiengono risparmiate in condizioni di
avvelenamento cronico da Hg, hanno una scarsispiopmlazione di recettori NMDA. Al
contrario le cellule granulari cerebellari, che ®orun bersaglio primario nella
neurodegenerazione indotta dal Hg, esprimono weéde densita di recettori NMDA.
Un’elevata densita di recettori NMDA é presenteha&noella corteccia visiva primaria un sito
particolarmente coinvolto nel danno indotto dal MeH

I MeHg inibisce la penetrazione del Glu negli asiti determinando un’eccessiva
concentrazione di aminoacidi eccitatori nel liquidextracellulare con conseguente
iperstimolazione del neurone post-sinaptico e ulzstne del dendrite o dell'intero neurone per

mezzo di processi di hecrosi e apoptosi.
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In presenza di MeHg la capacita degli astrocitasorbire e rimuovere il Glu in eccesso si
deteriora, determinando un aumento di eccitotdssionediata dai recettori NMDA. In
particolare il sistema di neutralizzazione del Gauparte degli astrociti € altamente sensibile al
Hg?": il catione HG" interagisce con alcuni gruppi SH critici situativeello di specifici siti della
membrana cellulare dell’astrocita inattivando itesisi cellulari alla base dell’assorbimento
dell'inattivazione e dello smaltimento del Glu iccesso (Aschner et al. 2000; Allen et al. 2002).

I MeHg inoltre e in grado di alterare la corretbeneostasi dei mitocondri attraverso
I'interazione con i gruppi SH di specifiche protiooinvolte nella produzione/detossificazione
dei radicali liberi (Aschner et al. 2007; Yin et 2007; Yin et al. 2008).

Il legame tra MeHg ed residui proteici interferiscen I'attivita degli enzimi, rallentando
I'ingresso del glucosio nella cellula e lattivi@dgellATP di membrana, inibendo importanti
trasformazioni a livello del metabolismo di basedeicendo gli scambi sodio-potassio essenziali
per il corretto funzionamento del sistema nervdstanni rilevabili sono atrofia del cervello e
del cervelletto con riduzione del numero dei neusbaumento del tessuto interstiziale a livello
del sistema nervoso centrale ed alterazioni delng mielinica dei nervi a livello del sistema
nervoso periferico.

L'esposizione a dosi elevate di MeHg determinaudist sensoriali, costrizione del campo
visivo, atassia, diminuzioneognitiva e morte (Davidson et al. 2004); le aret ckrvello
maggiormente colpite risultano la corteccia visprdmaria e il cerebellum. L’esposizione a
basse dosi € connessa a ipoestesia, atassiaridjsdigturbi sensitivi ed indebolimento della
capacita uditiva e visiva; diversi studi inoltrenha dimostrato che l'esposizione a basse
concentrazioni di MeHg e in grado di aumentarepiegamenti anomali della proteinga
sinucleina, componente principale delle placcheill@oi che caratterizzano il morbo di
Parkinson ed aumentare la secrezione della protBiamiloide 1-40 e 1-42 coinvolta
nell'eziopatogenesi del Morbo di Alzheimer (Uvensktyal. 2001; Olivieri et al. 2002).

L'inibizione dei sistemi antiossidanti cellulari saciata alla produzione di radicali liberi
sembra essere connessa anche ad un aumento el dsenalattie cardio e cerebro-vascolari
(Wiggers et al. 2008).

Il tempo di dimezzamento del MeHg nel sangue e a0 giorni negli individui adulti, a 90
giorni nei bambini e a 46 giorni nelle donne cHat&no (Swartout and Rice 2000).

Il MeHg viene escreto per il 90% attraverso le fatiin minima parte attraverso le urine ed il

sudore (Hightower and Moore 2003). L'escrezione BliegHg inoltre segue il ciclo entero-
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epatico, previa demetilazione a livello intestinalallentando in questo modo il processo di
eliminazione.

Diversi studi sia negli animali che nelluomo hantmnfermato I'escrezione del MeHg nel
latte materno (Sundberg et al. 1991; Grandjeanl.ett@4; Nordenhall et al. 1998; Ask
Bjérnberg et al. 2005); sia il MeHg che il Hgrengono trasportati dal plasma al latte legaé all
albumine sieriche e il Hg anche legato alle caseine (Sundberg et al. 19983crezione del Hg
nel latte & influenzata dalla concentrazione nasmla materno; circa il 65% di Hge solo il
10% di MeHg contenuto nel sangue intero e presegitplasma (Kershaw et al. 1980) e quindi

disponibile all'escrezione nel latte.

2.4. Tossicita fetale del metilmercurio

| casi di avvelenamento accorsi in Giappone edaq fornirono molte informazioni riguardo
alla neurotossicita del MeHg evidenziando in pafic modo la sensibilita del cervello fetale in
via di sviluppo all'azione di questo tossico.

I MeHg assunto dalla donna in gravidanza attravéasdieta puo causare danni persistenti al
sistema nervoso centrale del feto anche in assénzdfetti tossici nelle madri, con danni
rilevabili sia durante lo sviluppo embrionale cheeta scolare.

La vulnerabilita del cervello in via di sviluppo @nnessa alla capacita del MeHg di
attraversare la placenta grazie a dei carriers @awidici; inoltre la barriera emato-encefalica
non € completamente sviluppata fino alla fine d&p anno di vita e quindi il MeHg puo
penetrare ed accumularsi con estrema facilitagreedo del feto.

I MeHg € in grado di determinare nel cervello Fetan via di sviluppo un’errata
differenziazione, divisione e migrazione neuronaiigaverso il legame con i gruppi SH delle
tubuline, le principali proteine che costituisconanicrotubuli neuronali (Choi et al. 1978;
Clarkson 1992; Myers et al. 2003; Farhana et d&52@ahir et al. 2005). Il MeHg sembra anche
essere coinvolto nella formazione di radicali lingre causano stress ossidativo (Castoldi et al.
2000); lo stress ossidativo a sua volta sembreresisere coinvolto nel danneggiamento di
DNA, lipidi e proteine con conseguente alteraziomelle funzioni cellulari. Gli effetti
neurologici del MeHg sono persistenti (Kurland ét 2959; Igata 1993; Davis et al 1994;
Grandjean et al 1997). La sensibilitd del cervéditale in via di sviluppo € da 2 a 5 volte

maggiore rispetto a quella dell’adulto (Snyder, I®71noltre la concentrazione di MeHg nel
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sangue fetale e circa il doppio rispetto a quelkevabile nel sangue materno a causa del
trasporto attivo del MeHg attraverso la placentan(#h et al. 2006). | feti quindi costituiscono

una fascia della popolazione particolarmente remttila tossicita del MeHg e sono sensibili a
concentrazioni nettamente inferiori rispetto a tpu&bllerate dagli adulti. Nell’'utero, durante la

gestazione, il sistema respiratorio, gastrointagtinendocrino, immunitario e riproduttivo e la

funzionalita renale sono immaturi ed evolvono vdespiena maturazione a differenti velocita.

Questi fattori sono in grado di condizionare sintita dell’esposizione che la cinetica degli

xenobiotici pervenuti nell'organismo fetale e passa@omportare effetti sulla salute piu gravi

rispetto a quelli riscontrabili negli adulti.

Lo studio effettuato in seguito all'intossicaziomachena evidenzio per la prima volta una
relazione dose-risposta (Cox et al. 1989; WHO 1998) concentrazione di Hg rilevata nei
capelli materni fu utilizzata per stimare I'espasie dei feti nell’'utero: concentrazioni di THg
nei capelli materni comprese tra 10 e 20 ppm furassnciate a rilevanti danni neurologici nei
bambini (Cox et al. 1989; Davidson et al. 2004)eglnanni seguenti i dati ottenuti da questo
studio costituirono il parametro di riferimento paeterminare lintake giornaliero di MeHg
esente da rischi neurologici.

Tuttavia, lo studio effettuato in Iraq presentawamerosi limiti. Lintossicazione era stata
causata dal consumo di semi trattati con il MeHsj era verificata all'interno di una comunita
desertica sottonutrita. Le donne erano state istate relativamente allo sviluppo neurologico
dei propri figli quando i bambini avevano all'incr 30 mesi. Le interviste erano state effettuate
attraverso un interprete. Non si conoscevano le diabascita esatte dei bambini esaminati. Non
erano stati presi in considerazione possibili fattonfondenti quali lo stato socio-economico
delle famiglie. Il numero di bambini che avevanonifiestato danni neurologici era troppo basso
per permettere una generalizzazione dei risullatltre, dato che la principale fonte di
esposizione umana al MeHg era costituita dal coosulnpesce, la popolazione generale
risultava piu facilmente interessata da basse &spos di lunga durata piuttosto che da
intossicazioni dovute ad elevati livelli di espasie e nei capelli degli individui con elevato
consumo di pesce venivano frequentemente rilevateentrazioni di Hg pari a 10 ppm o
superiori (Myers et al. 2000).

Vennero pertanto intrapresi diversi studi con lopgrdi valutare gli effetti sul neurosviluppo
dell’'esposizione cronica prenatale a basse o mtde@si di MeHg attraverso I'alimentazione

materna ricca di pesce; i risultati di questi stiudono inconsistenti (Shoeman et al. 2009).
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Ad esempio nel 1986 inizid uno studio prospettioauga coorte di 1022 bambini nati nelle
isole Faroe in Danimarca tra il 1986 ed il 1987.qlesta popolazione la principale fonte di
esposizione al MeHg era costituita dal consumo escp e di carne di balena pilota
(Globicephala melas)Le balene pilota presentano generalmente corazoii di MeHg piu
elevate rispetto al pesce oceanico e spesso camemjevate concentrazioni di policlorobifenili
(PCB’s). Come principale indicatore di esposiziomeenatale venne considerata la
concentrazione di MeHg misurata nel sangue delorwambelicale; vennero anche determinate
le concentrazioni di Hg nei capelli materni prele\ad momento del parto (Grandjean et al.
1997; Debes et al. 2006). Il 15% dei campioni ghethh analizzati presentd concentrazioni di
MeHg superiori a 1Qug/g mentre nel sangue del cordone la concentrazieesia di Hg fu di
22.8 ug/l; nel sangue del cordone tutto il Hg misurata ier forma di MeHg (Grandjean et al.
1992). La frequenza del consumo di pesce durangealddanza venne rilevata attraverso I'uso
di un questionario somministrato alle donne immtaahigente dopo il parto.

All'eta di 7 e 14 anni i bambini vennero sottopoativisita generale con accurato esame
neurologico, vennero inoltre somministrati test no@igiologici (valutazione dei potenziali
evocati uditivi e visivi e variazione dell'intentalR-R nellECG per la valutazione del sistema
nervoso autonomo) e una batteria di test neurologimd selezionati in modo da includere le
funzionalita coinvolte dalle anomalie neuropatobbg descritte nei casi di avvelenamento
intrauterino (Takeuchi et al. 1962; Matsumoto et1&65; Choi 1989; Eto et al. 1992; Igata
1993) oltre che i deficit funzionali osservati rieambini esposti al MeHg durante la prima
infanzia (Kjellstrom et al. 1989; White et al.1994)

Un altro studio prospettico di coorte sulla todaidietale dell’esposizione a basse dosi di
MeHg inizido nel 1989 alle isole Seychelles su unarte di 779 bambini nati tra il 1989 ed il
1990 (Davidson et al. 1998). In questa popolaziangrincipale fonte di esposizione al MeHg
era costituita dall’elevato consumo giornaliero pkesce. L'esposizione prenatale venne
determinata attraverso la misurazione della conaeioine di THg nei capelli delle madri; i
campioni di capelli vennero raccolti in occasiongl garto. L'esposizione postatale venne
determinata attraverso la misurazione della conaeioine di THg nei capelli dei bambini. |
livelli di Hg misurati nei capelli materni mostrar@ un valore mediano di 5.9 ppm con un range
compreso tra 0.5 e 26.7 ppm.

| bambini vennero valutati 5 volte nel corso di didni (a 6.5, 19, 26, 66 e 107 mesi); in
ciascuna occasione i bambini vennero sottopostirmdsame neurologico comprensivo di tests

per la valutazione dello sviluppo psicologico neamportamentale e cognitivo (Myers et al.
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2000; Shamlaye et al. 2004); anche in questo ctesig utilizzati furono selezionati in modo da

includere le funzionalita coinvolte dalle anomaleuropatologiche descritte nei casi di

avvelenamento intrauterino da MeHg (Takeuchi ef@62; Matsumoto et al. 1965; Choi 1989;

Eto et al. 1992; Igata 1993). La frequenza del gows di pesce durante la gravidanza venne
rilevata attraverso l'utilizzo di un questionar@nsministrato alle donne in occasione della visita
di valutazione neurologica dei bambini.

L'associazione tra esposizione prenatale al Hgragioni all’esame neurologico e ritardo nel
raggiungimento di alcune tappe dello sviluppo {mizella marcia e della parola) (Harada 1995)
osservati in Irag non vennero confermati in quése studi su popolazioni con elevati consumi
di pesce. Tuttavia nelle isole Faroe I'esposiziprenatale al MeHg risultd associata, sia a 7 che
a 14 anni, a peggiori risultati nei test neuropsigizi somministrati (attenzione, linguaggio,
funzioni motorie, memoria verbale e percezione veisidello spazio) e ad alterazioni
neurofisiologiche (ritardo dei potenziali evocatitivi) (Grandjean and Wheile 1993; Grandjean
et al. 1997; Grandjean et al. 2003; Murata et@042 Debes et al. 2006).

Secondo i ricercatori danesi questi risultati erazwnpatibili con la conclusione che
'esposizione prenatale al MeHg avesse effetti g®izeati sulla funzionalita cerebrale
(Gandjean et al. 1997); inoltre i ricercatori danagennero che la neurotossicita del MeHg
potesse essere stata potenziata dall’esposiziof®&CBis, attraverso il consumo di carne di
balena pilota, sebbene i dati riportati abbiano trats la presenza di effetti avversi dovuti al
MeHg anche dopo correzione per le concentrazior?@B’s rilevate (Budtz-Jorgensen et al.
1999; Grandjean et al. 2001).

Nello studio delle Faroe i valori di concentraziaiieMeHg misurati nel sangue del cordone
risultarono fortemente associati alla concentrazidinl Hg misurata nei capelli delle donne.

Nello studio delle Seychelles si evidenziarono siddoli associazioni (alcune positive ed
altre negative) tra il consumo di pesce ed i raulottenuti dai bambini ai tests di sviluppo
neurologico (Davidson et al. 1995; Myers et al. 3;99lyers et al. 1997; Davidson et al. 1998;
Davidson et al. 2000; Myers et al. 2000; Myersle2@03; Davidson et al. 2008).

Le ragioni dei diversi risultati ottenuti possonssere molteplici e sono tuttora materia di
dibattito. Nei due studi sono stati utilizzati @ifénti tests per la rilevazione dell'outcome oltre
che differenti biomarkers per la misurazione dspyesizione prenatale (sangue del cordone e
capelli materni). Le due popolazioni in esame awmevearatteristiche molto diverse. Nei due
studi sono stati presi in considerazione potenfa#iori confondenti diversi. Infine, 'abbondante

consumo di pesce debolmente contaminato puo pmdeffetti diversi rispetto al moderato
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consumo di pesce e carne di balena pilota altantemtaminati, nonostante i risultanti valori di
esposizione media siano simili (Davidson et al.8t3¥aymond and Ralston 2004).

Lesposizione al MeHg attraverso il consumo di esdifferisce notevolmente
dall'avvelenamento da MeHg. Attraverso il consum@elsce I'organismo umano € esposto a
concentrazioni estremamente basse di MeHg perdatidempo estremamente lunghi. Il pesce
puo essere inoltre contaminato anche da quantitabita di PCB’s, di pesticidi organoclorurati,
di idrocarburi aromatici, di diossine, di furantrel che da cadmio (Cd), arsenico (As) e piombo
(Pb). Il fegato non € in grado di detossificarengraquantita di MeHg mentre sembrerebbe
essere in grado di espellere o detossificare magohntita di questo tossico (Clarkson 1995).

Non bisogna inoltre dimenticare che il pesce ddiiini nutrienti essenziali per la crescita e
lo sviluppo del cervello del feto, primi tra tugli acidi grassi polinsaturi (PUFA's) omega-3 ed
omega-6 (Marszalek and Lodish 2005; Koletzko eP@08), ma anche proteine con aminoacidi
essenziali, macroelementi quali il calcio (Ca),fokforo (P), il fluoro (F) e lo iodio (l),
microelementi quali lo zinco (Zn) ed il selenio YS& vitamine. In diversi studi I'elevato
consumo di pesce in gravidanza é stato associatartonigliore sviluppo cognitivo dei bambini
(Daniels et al. 2004; Oken et al. 2005; Hibbelralet2007; Oken et al. 2008). Grazie al suo
elevato contenuto di PUFA's omega-3 quali I'acidasaesaenoico (DHA, C22:63), I'acido
docosapentaenoico (DPA, C22®b-6) e l'acido eicosapentanoico (EPA, C20:b:3), il
consumo di pesce e considerato estremamente impopar lo sviluppo prenatale del sistema
nervoso umano. | DHA in particolare si accumulasmgidamente a livello del sistema nervoso in
via di sviluppo nel corso dell'ultimo trimestre dravidanza e nei primi 2 anni di vita del
bambino, concentrandosi nella materia grigia eenelémbrane retiniche (Lewin et al. 2005). |
bambini possono ricevere i DHA dalla madre o posssintetizzarli a partire dagli acidi grassi
precursori LA (precursore della famiglia dei PUFAdsnega-6) ed ALA (precursore della
famiglia dei PUFA’s omega-3); al momento non esistgtudi in grado di confermare che, in
assenza di apporto materno di DHA, i DHA sintetizdai bambini siano adeguati a garantire
uno sviluppo ottimale del sistema nervoso (Sakamettal. 2004; McCann and Ames 2005). I
consumo di pesce inoltre & correlato ad effettiefiensul sistema nervoso umano anche ad eta
piu avanzate (Myers et al. 2000) oltre che ad teffebtettivi per il sistema cardiovascolare
(Mozaffarian and Rimm 2006). | PUFAs presenti medsce potrebbero essere in grado di
diminuire o contrastare la tossicita del MeHg tagidionon far emergere gli effetti avversi dovuti

all’esposizione a questo tossico (Clarkson 1995).
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L'esposizione al MeHg in concomitanza con gli aftutrienti contenuti nel pesce quali il Se e
gli aminoacidi essenziali potrebbe influenzarnpdéenziale tossicita. Il Se ad esempio potrebbe
essere in grado di diminuire l'effetto tossico ddeHg mentre gli aminoacidi essenziali
potrebbero competere con il MeHg per il traspolftoterno del cervello (Clarkson 1995; WHO
1990). In particolare il Se, microelemento essdazi@mssico a concentrazioni elevate, é
necessario per il corretto funzionamento di numeeogimi Se-dipendenti nelluomo e negli
animali (Miklavcic et al. 2011a). Il Hg reagiscencd Se a formare selenito di mercurio
(HgSeQ) un sale metabolicamente inattivo con bassa dafyhiiversi studi hanno dimostrato
che la supplementazione attraverso la dieta didB&rasta I'effetto negativo dell’esposizione a
MeHg in tutte le specie di mammiferi, uccelli e @gepresi in considerazione (Beijer and
Jernelov 1987; Culvin-Aralar and Furness 1991), tneesono ancora limitate le conoscenze
relative ai potenziali effetti protettivi contro tassicita del MeHg nelluomo (National Research
Council 2000).
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3. Risk Assessment

Sebbene i diversi studi effettuati non abbiano gior@a risultati univoci relativi ai possibili
effetti neurologici causati dall'esposizione a leadesi di MeHg, le agenzie internazionali per la
salute hanno utilizzato i dati derivanti dallo stugtacheno, dallo studio delle isole Faroe, dallo
studio delle isole Seychelles e da un altro stallicoorte neozelandese in cui si erano ottenuti
risultati simili a quelli delle isole Faroe (Kjeltem et al. 1986), per determinare il rischio nella
popolazione generale dovuto all’assunzione di MeHg.

L’Agenzia per la protezione dellambiente americdid®A) ha stabilito per il MeHg un
valore di assunzione massimo quotidiano pari a.0/kg di peso corporeo (EPA 1997), mentre
il Joint FAO/WHO Expert Committee on food Additivd§EFCA) ha stabilito un valore
provvisorio di assunzione massimo settimanale (PTPdr a 1.6ug/kg di peso corporeo
(corrispondente a 0.28g/kg al giorno) (WHO 2004). La differenza tra i @aldi assunzione
tollerabili riflette differenti presupposti nellaalutazione del rischio, oltre che metodologie
diverse nell'analisi dei dati esaminati e nei fatth incertezza utilizzati (NRC 2000).

L'EPA ha anche calcolato attraverso un modelloistted ed utilizzando un fattore di
incertezza pari a 10, il benchmark dose level (BNildbe definisce il cut-off tra presunta
innocuita e tossicita; come valori di cut-off satati scelti una concentrazione di THg pari a 5.8
ug/L nel sangue del cordone ed una concentrazioiéldipari a 1.21g/g nei capelli materni. Il
valore BMDL rappresenta il limite inferiore di caménza al 95% della dose che aumenterebbe
la probabilita che il 5% della popolazione otteress punteggio anormale al Boston Naming
Test, un test neuropsicologico per i bambini in &talare che valuta I'abilita di scegliere la
parola appropriata per I'espressione di un padreotoncetto.

Secondo il valore di assunzione giornaliero tobéeastabilito dal’lEPA una donna di 70 kg
potrebbe assumere al massimo circai§@i MeHg a settimana; questo valore € stato catiool
sulla base del limite inferiore di confidenza al%®%lella dose che in caso di esposizione
prenatale potrebbe determinare risultati anomdéstidi sviluppo neurologico e moltiplicato per
un fattore di incertezza di almeno dieci voltelfyrated Risk Information System. EPA).

Considerando che la concentrazione media di MeHgesze marino e d’acqua dolce € pari a
circa 0.2 mg/kg una donna di 70 kg potrebbe conseima#i’incirca 35 g di pesce al giorno
(Mahafey et al. 1997) ovvero approssimativamenteporzione (150 g) di pesce a settimana.

La Food and Drug Administation (FDA) e I'Agenziarpk protezione dellambiente

americana (EPA) hanno inoltre emanato una sefiacdiomandazioni destinate sia alle donne in
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eta fertile, con lo scopo di limitare il consumopaisce evitando in particolare il consumo dei
pesci predatori al vertice della catena alimengaaguatica, che alle donne in gravidanza, con lo
scopo di evitare esposizioni potenzialmente dannpee il feto (US Food and Drug
Administration 2001; US Department of Health andvdm Services 2004).

In seguito a queste raccomandazioni, il consumpedce riportato da una coorte di donne
gravide del Massachusetts & drasticamente dimiiQiken et al. 2003); in questo modo é stata
limitata non solo la possibile esposizione dei ##eHg ma anche 'apporto PUFA’s essenziali
per il neurosviluppo ottimale del feto (Koletzkoatt 2008).

Dato che le maggiori concentrazioni di MeHg siv@ro negli organismi appartenenti ai
livelli piu elevati della catena trofica acquatidaconsumo di questi dovrebbe essere evitato o
almeno ridotto, mentre dovrebbero essere prefepéisci di piccola taglia che stanno ai livelli
piu bassi della catena alimentare acquatica.

In Europa il Regolamento CE N° 1881/2006 che dsf@ii tenori massimi di alcuni
contaminanti nei prodotti alimentari, fissa relativente al Hg la concentrazione massima di 0.50
mg/kg nei prodotti della pesca eccetto quelli a @ievato livello di contaminazione (tonno,
spigola, anguilla, scorfano, squalo, storione) peuali la concentrazione massima e di 1.0
mg/kg.

Emerge pertanto con chiarezza la necessita di amdagulteriormente gli effetti
dell'esposizione prenatale a basse dosi di MeHgado da poter fornire alle donne in eta fertile
ed alle donne incinta delle chiare indicazioni tirelamente al consumo di pesce durante la

gravidanza.
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4. Rilevanza ed obiettivi dello studio

4.1. Rilevanza per la sanita pubblica

L'interesse del mondo scientifico e dell’opinion@bplica per il possibile ruolo svolto
dall'alimentazione come fattore protettivo o causamalattia € in continua crescita e nella
societa moderna molte tra le piu comuni patoloeltano essere in stretta associazione con la
dieta.

I Hg € uno degli inquinanti piu pericolosi ed idisisi per la salute del'uomo e la sua
tossicita si differenzia in funzione della formarlta di assunzione. Il MeHg, in particolare, é
in grado di causare gravi danni al sistema nereestrale sia dell’adulto che del feto. | grandi
pesci predatori che occupano i vertici della catatienentare acquatica costituiscono la
principale fonte di introduzione di MeHg nell’orgamo umano.

Il cervello in fase di sviluppo costituisce I'orgabersaglio piu sensibile agli effetti tossici del
MeHg; si ritiene che I'esposizione in utero cossita un periodo critico per la tossicita del
MeHg e che un’elevata sensibilita sia presente enudlla fase di sviluppo postnatale del
bambino.

Da molti anni si discute relativamente ai benedidiai rischi derivanti dal consumo di pesce
durante la gravidanza. Il pesce offre alcuni natriessenziali per la crescita e lo sviluppo del
cervello del feto, primi tra tutti i PUFA’s, ma pwontenere una quantita variabile di MeHg noto
per la sua neurotossicita prenatale.

La reale portata del possibile rischio per la saflgrivante dalla presenza del MeHg nel pesce
tuttavia non e stata ancora chiarita. Dal momeht la tossicita del MeHg é stata dimostrata
anche a basse concentrazioni, I'esposizione aajoestposto dovrebbe essere ridotta al minimo
determinando in questo modo una drastica dimingzidaei consumi di pesce. In termini di
prevenzione pero questa strada non e completameerieorribile in quanto il pesce e
componente essenziale di una dieta equilibratangsfee importanti nutrienti.

Il Golfo di Trieste risulta essere una delle areggiormente soggette ad inquinamento da Hg
dell'intero Mediterraneo. Le cause di questa coimazione sono da attribuirsi alle numerose
attivita industriali presenti nel Golfo e sopratitualla presenza nella vicina citta slovena dijadri

della seconda miniera di Hg piu grande del mondocancentrazioni di Hg nelle acque, nei
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sedimenti e nei pesci del Golfo di Trieste rimarmtuttora estremamente elevate nonostante dal
1996 le attivita di estrazione siano state intégrot

Negli anni passati un piccolo studio di coorte autamin una zona costiera del Friuli Venezia
Giulia ha rilevato che le concentrazioni di THg nampioni di capelli di 243 mamme di giovani
bambini erano direttamente associate con il consdimpesce locale e raggiungevano livelli
prossimi o superiori ai 10 ppm (Barbone et al. 20G4bicar et al. 2006). Pur rimanendo
dell'incertezza sul livello minimo di esposizioneepatale al MeHg che sia causa di effetti
tossici rilevabili sul sistema nervoso fetale, kttdratura disponibile fornisce consistenti
evidenze della neurotossicita di esposizioni padhat MeHg corrispondenti a concentrazioni di
THg nei capelli materni comprese tra 10 e 20 ppm.

E’ emersa pertanto la necessita di indagare i bitissifetti sulla salute della popolazione
locale dovuti al consumo di pesce contaminato; amtigolare si € deciso di focalizzare
I'attenzione sulle fasce di popolazione piu settisddia tossicita del MeHg ovvero i feti ed i
bambini.

Lo studio prospettico di coorte che costituiscgdjetto del presente dottorato ha indagato lo
sviluppo neurologico dei bambini esposti al MeHtyaaterso I'alimentazione materna ricca di
pesce in una popolazione costiera dell’Adriaticbesgrionale.

L'ipotesi principale era che l'esposizione prenmatad/o postnatale fosse associata a
un’alterazione delle funzioni neurocomportamergatieurocognitive, che sono state valutate con
esami specifici intorno ai 18 mesi di eta dei bambi

Oltre al Hg sono stati presi in considerazione ardaltri elementi che possono essere assunti
con la dieta quali il piombo (Pb), il cadmio (Ctigrsenico (As), il manganese (Mn), il rame
(Cu), lo zinco (Zn) ed il selenio (Se), ma ancheofanutrizionali ritenuti positivi per la cresait
e lo sviluppo quali i PUFA’s di cui e ricco il pescNel corso dell'indagine non sono state
trascurate altre variabili che possono influirelesdlinzioni neurocognitive dei bambini quali
I'ambiente familiare, lo stato socio-economico ddihmiglie ed il quoziente intellettivo (QI)
materno.

Lo studio si e rivolto a una popolazione di donmavgle residenti in una zona costiera del
Friuli Venezia Giulia, per le quali si presumeva ¢hconsumo di pesce fosse maggiore rispetto
ad altre fasce di popolazione residenti in areerdi. La partecipazione ha avuto un’importante
ricaduta in termini di salute pubblica, poiche B#isi dei dati raccolti in relazione alle abitudini
alimentari, al’'ambiente familiare e all’esposizeoa basse dosi di MeHg attraverso il consumo

di pesce, ha permesso ai ricercatori di orienefature mamme e la comunita con informazioni
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precise, non allarmistiche e comprensive di consigli a evitare possibili problemi e ad
assicurare ai nuovi nati le maggiori garanzie di aviluppo appropriato.
Il valore dell'informazione prodotta da questo stusara proporzionale alla sua capacita di

intervenire in modo rilevante sulle abitudini alimbari delle donne in eta fertile ed in gravidanza.

4.2. Obiettivi dello studio

Lo studio di coorte prospettico oggetto del presatuttorato ha avuto lo scopo di valutare
I'associazione tra I'esposizione prenatale a bdese di MeHg attraverso il consumo di pesce
materno e lo sviluppo neurologico dei bambini apgeenti ad una popolazione costiera del
Friuli Venezia Giulia. Nella valutazione dell'assmmione € stato considerato I'effetto di
differenti potenziali fattori di confondimento prirtra tutti i PUFA’s oltre che altre variabili

socio-demografiche o legate agli stili di vita.
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5. Materiali e Metodi

5.1. Popolazione

| soggetti eleggibili per lo studio sono stati teati da una popolazione di donne gravide
residenti in Friuli Venezia Giulia da almeno 2 gnmaggiorenni, prive di patologie che potessero
in qualche modo influire sul normale sviluppo ndogico dei loro bambini, aventi gravidanze
singole e a decorso fisiologico, capelli di lungleeadeguata ed afferenti relativamente alla
gravidanza e al parto presso 'lRCCS Burlo Garofdndrieste. Il reclutamento della coorte

italiana e iniziato nell’aprile del 2007 e si e ctuso nel marzo del 2009.

5.2. Disegno dello studio

Lo studio é stato concepito come uno studio di teoprospettico nel quale le donne sono
state contattate ed informate sugli scopi dellarda tra la 2De la 22 settimana di gestazione,
nel corso della seconda ecografia fornita gratwetabe dal Sistema Sanitario Nazionale, presso il
Centro Ecografico delllRCCS Burlo Garofolo di Tste. Le donne che hanno accettato di essere
arruolate nello studio sono state invitate a coanpilun consenso informato ed e stato loro
somministrato un questionario (questionario brexa)o a verificare che i criteri di inclusione
nello studio fossero rispettati e a raccogliereuradc informazioni preliminari sulle abitudini
alimentari e sullo stile di vita; a ciascuna dorareuolata sono stati prelevati una ciocca di
capelli e due provette di sangue venoso ed e stet®egnato un contenitore di plastica sterile da
riconsegnare con la prima urina del mattino in emo®e della terza ed ultima ecografia fornita
dal Sistema Sanitario Nazionale tra l& 80la 32 settimana di gestazione. A ciascuna donna
arruolata sono state inoltre somministrate le MaRrogressive di Raven, un test di intelligenza
non verbale che permette di valutare il livellointielligenza generale e attraverso il quale é
possibile ottenere la misura del QI dei soggeti@sati.

In occasione della terza ecografia, tra IA&0 32 settimana di gestazione, a ciascuna donna
arruolata é stato consegnato un altro questiorfquestionario lungo dettagliato autocompilato)
volto ad indagare in maniera approfondita la didtmante la gravidanza e la presenza di

eventuali esposizioni lavorative e/o abitative atafli pesanti, in particolare al Hg. Sempre in
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guesta occasione € stato consegnato alle donnentendtore di plastica sterile per la raccolta di
un campione di latte. Il campione di latte ed iestionario dettagliato sono stati raccolti un mese
dopo il parto durante una visita effettuata daencatori presso il domicilio delle donne arruolate.

| parti delle donne arruolate sono iniziati nelliaglel 2007 e si sono conclusi nell’agosto del
2009; entro pochi minuti dal parto & stato preleydbve possibile, un campione di sangue del
cordone.

Lo sviluppo neurologico e psicologico dei bambinstato valutato attraverso il Bayley Test
Scales of Infant and Toddler Development®, Thirdtigd, (BSID Ill). | test sono stati effettuati
a partire dal gennaio 2009 quando cioé i primi bambati dalle donne arruolate hanno
raggiunto I'eta di 18 mesi e sono terminati nebiglio del 2011.

Con lo scopo di minimizzare le possibili perditef@low-up delle donne arruolate, nei mesi
precedenti I'incontro per la somministrazione d&IB Il le donne sono state periodicamente
informate, attraverso I'invio di comunicazioni paist relativamente allandamento dello studio
ed ai valori di concentrazione di THg misurati nempioni biologici raccolti; sono state anche
inviate lettere d’auguri in occasione del primo @beanno dei bambini ed in occasione delle
festivita principali.

Il protocollo dello studio & stato approvato dain@@ti Etici dall’'Universita degli Studi di
Udine e del IRCCS Burlo Garofolo di Trieste.

Le fasi dello studio sono riassunte in Tabella 1.
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Tabella 1.Fasi dello studio.

FASE PRENATALE

Primo incontro:
20P-222 settimana di

gestazione

* Arruolamento

* Somministrazione questionario breve preliminare

* Prelievo campione di capelli
* Prelievo campione di sangue venoso

» Matrici Progressive di Raven

Secondo incontro:
307-322 settimana di

gestazione

» Raccolta campione di urina

» Consegna del questionario dettagliato

FASE POSTNATALE

Terzo incontro:

al momento del parto

* Prelievo sangue del cordone ombelicale

Quarto incontro:

1 mese dopo il parto

* Ritiro questionario dettagliato

» Raccolta campione di latte

Quinto incontro:

ai 18 mesi del bambino

*BSID Il
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5.3. Raccolta dei campioni biologici

Ad ogni soggetto reclutato nella coorte €& statoe@sato un numero progressivo di
identificazione (ID) per garantire la massima nsgezza delle informazioni e dei dati trattati.
Il numero di identificazione del soggetto e stapmrtato su tutte le etichette adesive utilizzate

per i campioni biologici raccolti. Sulle etichetteno stati inoltre riportati i seguenti dati:

* nome dello studio Patient ID Number
+ data di raccolta PHIME

- _ 01/01/2008
 tipo di campione Whole Blood
+ sostanze da ricercare nel campione THg

Campione di capelli

| capelli sono stati prelevati dalla regione odeil@ utilizzando un paio di forbici di acciaio
inox ed indossando guanti privi di talco; la ciopralevata, del peso approssimativo di 200 mg e
stata tagliata il piu vicino possibile alla cute @dstata successivamente legata in prossimita
dell’'estremita di taglio con del filo interdentaléiascuna ciocca € stata posta all’interno di una
busta di plastica etichettata con il codice ID alelbnna; ciascuna busta di plastica e stata a sua
volta riposta all'interno di una busta di cartaria anch’essa etichettata con il codice ID della
donna. Nei campioni di capelli sono state misutateoncentrazioni di THg e di MeHg. Le
buste di carta contenenti i campioni sono states@wmate a temperatura ambiente lontano da

potenziali fonti di contaminazione.

Campione di sangue venoso

Sono stati prelevati 7 ml di sangue venoso in ur@aeita Vacutainer Blue Cup NaH
specifica per i metalli pesanti e 5 ml di sangueos® in una provetta Vacutainer Red Cup.

Il sangue prelevato nella provetta Blue Cup Nakkédasciato riposare per circa 10 minuti;
successivamente una parte del sangue e stata isadidiV8 aliquote: un’aliquota da 1000 pl per
la determinazione delle concentrazioni di Pb, Csgl, Mn e Cu e due aliquote da 1500 pl per la

determinazione delle concentrazioni di THg e Melgesto del campione € stato centrifugato a
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3000 rxm per 10 minuti e successivamente 1200 pdlaBma sono stati separati dalla parte
corpuscolata. L'aliquota di plasma é stata utiliazaer la determinazione delle concentrazioni di
Zn e Se. Il sangue prelevato nella provetta VanataRed Cup e stato centrifugato a 3000 rxm
per 10 minuti e successivamente 2000 pl di sierm stati separati dalla parte corpuscolata e
suddivisi in 2 aliquote da 1000 pl ciascuna. Lejadte di siero sono state utilizzate per la
determinazione della concentrazione dei seguen&tA?4J acido linoleico (LA, C18:20-6),
acido a-linolenico (ALA, C18:3 w-3), acido arachidonico (ARA, C20:4»-6), acido
eicosapentaenoico (EPA, C20i-3), acido docosapentaenoico (DPA, C22:83), acido
docosaesaenoico (DHA, C22:63). Ciascuna aliquota € stata etichettata condiae ID della
donna e tutte le aliquote di sangue sono stateecest® in un congelatore a -80°C fino al

momento delle analisi.

Campione di urina

Il campione di urina e stato suddiviso in duewdig da 13 ml ciascuna. Le due aliquote sono
state etichettate con il codice ID della donnaressiate conservate nel congelatore a -80°C fino
al momento delle analisi. All'interno dei campiatiurina € stata determinata la concentrazione
di THg.

Campione di sangue del cordone

Il campione di sangue del cordone e stato prelewvatoite una siringa entro pochi minuti dal
parto e prima del clampaggio del cordone ombelidgaangue prelevato € stato delicatamente
travasato all’interno di una provetta VacutaineudBICup NaH da 7 ml specifica per i metalli
pesanti. Il sangue é stato lasciato riposare pea d0 minuti; successivamente una parte del
sangue € stata suddivisa in 3 aliquote: un’aliqui#al000 pl per la determinazione delle
concentrazioni di Pb, Cd, As, Mn e Cu e due aliguitd 1500 ul per la determinazione delle
concentrazioni di THg e MeHg. Il resto del campianstato centrifugato a 3000 rxm per 10
minuti e successivamente 1200 ul di plasma sont ségarati dalla parte corpuscolata.
L’aliquota di plasma é stata utilizzata per la deieazione delle concentrazioni di Zn e Se.
Ciascuna aliquota e stata etichettata con il cotliceella donna e tutte le aliquote di sangue

sono state conservate in un congelatore a -80Wafimomento delle analisi.
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Campione di latte materno

Il campione di latte materno é stato raccolto ddlene nelle 24 ore precedenti I'arrivo del
ricercatore incaricato di ritirare presso il dorhicidelle signore il campione di latte stesso ed |l
questionario dettagliato precedentemente conseghatampione di latte e stato spremuto a
mano direttamente dal seno oppure e stato estrdlitzando un tiralatte; in entrambi i casi per
la raccolta e la conservazione del campione de lattstato utilizzato un contenitore sterile
precedentemente consegnato alle donne. Nell’arte @4 ore il latte e stato raccolto in tre
diversi momenti della giornata: al mattino, al poiggio ed alla sera; in ciascuno di questi tre
momenti inoltre e stata raccolta una piccola quzwli latte all'inizio, nella parte centrale edaall
fine della poppata. Tra una poppata e l'altra ihtenitore € stato conservato ben chiuso in
frigorifero a 4°C. Il campione di latte & statdiatiato per la determinazione delle concentrazioni
di THg e MeHg. Ciascun campione di latte una vataolto € stato etichettato con il codice ID
della donna e conservato in un congelatore a -&Wal momento delle analisi.

Le caratteristiche e la tipologia di analisi a sono stati destinati i campioni raccolti sono

riportate in Tabella 2.

Per garantire la massima uniformita, confrontadbiéitprecisione tutte le procedure relative al
prelievo, allo stoccaggio ed alla conservazione amnpioni biologici raccolti, sono state
effettuate esclusivamente da personale abilitaterfiez parte dello studio; anche il sangue del
cordone é stato prelevato e processato entro paichiti dal parto da ricercatori coinvolti nello
studio, reperibili 24 ore su 24 sette giorni ali&tismana, che venivano allertati dal personale
ostetrico della sala parto nel momento in cui ugleedlonne arruolate entrava in travaglio.

I campioni biologici raccolti nel corso dello stadsono stati periodicamente trasportati e/o
inviati presso i laboratori incaricati delle analidello specifico i campioni di capelli, di sangue
intero (venoso e del cordone), di urina e di l&b@o stati trasportati presso l'lstituto Jozef
Stefan di Lijubljana per la determinazione della@ntrazioni di THg, MeHg, Pb, Cd, As, Mn e
Cu. | campioni di plasma sono stati trasportatispoeil Clinical Center di Lijubljana per le
analisi di Zn e Se. | campioni di siero sono saviati presso I'Universita di Ulster per la
determinazione delle concentrazioni di PUFA’.

Il trasporto e la spedizione dei campioni di sangua e latte sono avvenuti all'interno di
contenitori di polistirolo contenenti ghiaccio sea fine di evitarne lo scongelamento durante il

trasporto.
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Tabella 2. Caratteristiche e tipologia di analisi a cui sotatiglestinati i campioni raccolti

CAMPIONE

QUANTITA

Capelli della madre

200 mg per THg

Sangue venoso

3 aliquote di sangue intero:
1000 pl per Pb, Cd, As, Mn e Cu
2 x 1500 pl per THg e MeHg

1 aliquota di plasma:
1200 pl per Zn e Se

2 aliquote di siero:
2 x 1000 pl per PUFA’s

Urina

13 ml per THg

Sangue del cordone

3 aliquote di sangue intero:
1000 pul per Pb, Cd, As, Mn e Cu
2 x 1500 pl per THg e MeHg

1 aliquota di plasma:
1200 pl per Zn and Se

Latte

1 aliguotada 13 ml per THg e MeHg
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5.4. Biomarkers di esposizione

| parametri misurati nel’ambito del monitoraggimlogico umano sono indicati con il nome
di biomarkers o indicatori biologici. Tali indicatoincludono parametri di natura chimica,
biochimica, fisiologica e comportamentale. La Idumzione € di rilevare un evento che puo
influenzare o predire I'insorgenza e/o I'evoluziatiaina malattia e sono fondamentali al fine di
stabilire un nesso causale tra l'esposizione ad som&tanza tossica ed il manifestarsi di
alterazioni funzionali o morfologiche.

I biomarkers sono classificati in biomarkers di aspione (indicatori di dose interna e
indicatori di dose biologicamente efficace), biokeais di effetto e biomarkers di suscettibilita.

La loro misurazione viene effettuata a livello diampia gamma di matrici biologiche (urina,
sangue intero, siero, plasma, capelli, unghie,id&tte, saliva, meconio, aria espirata, sangue
dal cordone ombelicale ecc), ed un biomarker idedderebbe sempre essere stabile,
sufficientemente sensibile e specifico.

Durante la fase prenatale la valutazione del rispihesenta numerosi problemi a causa della
difficolta di ottenere dati relativi all'effettiv@sposizione del feto. A questo scopo vengono
utilizzati dei biomarkers“indiretti” ovvero basati su misurazioni del contéo di uno
xenobiotico all’interno di campioni biologici mater oltre che nel sangue e nel tessuto
cordonale.

In questo studio relativamente all’esposizione atale si € scelto di misurare la
concentrazione di THg e MeHg nei campioni di capdilsangue venoso e di urina delle donne
arruolate mentre per quanto riguarda l'esposizipostnatale si € scelto di misurare la
concentrazione di THg e di MeHg nei campioni diggendel cordone e di latte.

Le concentrazioni di THg misurate nei campioni dpelli e di sangue venoso vengono
solitamente utilizzate come biomarkers di esposiiprincipale negli individui per i quali si
possano escludere esposizioni occupazionali o amahiee per i quali la principale fonte di
esposizione sia costituita dal MeHg assunto attsavia dieta (NRC 2000). Negli individui che
consumano pesce circa I'80% del Hg presente nedlicapsottoforma di MeHg. Il MeHg una
volta all'interno del capello viene parzialmentasfiormato in IHg; di conseguenza misurando la
concentrazione di THg si ottiene una buona stimetfettiva quantita di MeHg assorbito dal
follicolo del capello dal torrente circolatorio. lcancentrazione di THg presente nei campioni di

capelli riflette la concentrazione di MeHg presemét sangue nel momento in cui il capello si e
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formato anche se a causa dell'abbondante presenzproteine contenti gruppi SH é
generalmente 250-300 volte maggiore rispetto @lfecentrazione misurata nel sangue.

Dato che I'emivita del Hg nel sangue corrispondgrea 50 giorni, la concentrazione di THg
misurata nel sangue costituisce una misura di &épos recente; al contrario la concentrazione
di THg misurata nei capelli permette di ricapiteliesposizione di diversi mesi addietro.

In persone che consumano pesce piu del 90% defésgipte nei globuli rossi € sottoforma di
MeHg; le concentrazioni di Hg misurate nei campidnisangue costituiscono l'indicatore di
esposizione piu appropriato per valutare la dogggdeffettivamente assorbita dall’organismo e
la quantita di Hg disponibile sistemicame(®andjean et al. 2005a).

La concentrazione di Hg misurata nel sangue delace costituisce un ottimo biomarker per
valutare l'esposizione al MeHg nel feto (Honda &t 2006); il MeHg viene trasportato
attivamente attraverso la placenta da parte diecaaminoacidici ed il Hg presente nel sangue
del cordone €& quasi totalmente nella forma di MgBgandjean et al. 2005a). Il cordone
ombelicale si sviluppa prevalentemente nel cordseleondo e del terzo trimestre di gestazione
e raggiunge i due terzi della propria lunghezzaoelat fine del secondo trimestre (Kaufmann and
Scheffen 1998); dato che I'emivita del MeHg nel@gané di circa 45 giorni, la concentrazione
di MeHg misurata nel sangue del cordone pud essersiderata come un indicatore
dell'esposizione fetale media al Hg durante il eetumestre (Grandjean et al. 1997). Inoltre a
causa del trasporto attivo del MeHg attraversoléegnta e degli elevati valori di ematocrito
normalmente presenti nel feto, la concentraziondellg misurata nel sangue del cordone € da
1,5 a 2 volte maggiore rispetto a quella misurabhsangue materno (Sakamoto et al. 2004;
Honda et al. 2006).

La concentrazione di THg misurata nei campionirthaicostituisce il biomarker di elezione
per valutare I'esposizione al IHg (Vahter et alO@D Nelle persone per le quali si possano
escludere esposizioni occupazionali o ambientaliprincipale fonte di esposizione al IHg e
costituita dai vapori di Hyrilasciati dalle amalgame dentali. Grazie all'@levliposolubilita il
Hg® & in grado di attraversare la barriera placer(@farkson 1989) accumulandosi nel cervello
e nel fegato del feto.

In diversi studi € emerso come i bambini siano sspgl MeHg anche attraverso il latte
materno (Sundberg et al. 1991; Grandjean et al4;18@rdenhall et al.1998; Bjornberg et al.
2005). Sia il MeHg che il IHg vengono trasportadl dlasma al latte legati alle albumine sieriche
e il IHg anche legato alle caseine (Sundberg etl889). L'escrezione nel latte € inoltre

influenzata dalla concentrazione di Hg presenteplama materno; come gia visto circa il 65%
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del IHg e solo il 10% del MeHg contenuti nel sanguero si trovano nel plasma e sono quindi
disponibili all'escrezione nel latte. NonostantéHiy venga escreto nel latte materno in maggior
misura rispetto al MeHg, e il MeHg che una voltgernto viene maggiormente assorbito a
livello gastrointestinale e che quindi costituisteulteriore fonte di esposizione per i bambini. In
popolazioni ad elevato consumo di pesce il MeHgetscattraverso il latte pud costituire una
fonte di esposizone significativa per i bambini.

5.5. Analisi chimiche

La determinazione delle concentrazioni di THg ranpioni di capelli, di sangue venoso e di
sangue del cordone é stata effettuata mediante usimobe termica a 650°C, amalgamazione e
successiva spettroscopia di assorbimento atomiceapori freddi (CVAAS) mediante lo
strumento Direct Mercury Analyzer (Milestone, USAW), accordo con le procedure indicate
dall’Agenzia Americana per la Protezione dell’Amitie (EPA, 1998).

L'accuratezza dei valori di concentrazione di THgumati nei campioni di capelli & stata
verificata attraverso I'analisi del materiale derimento certificato NIES 13 (capelli umani); i
valori di concentrazione misurati sono risultatbumon accordo con i valori di riferimento.

L'accuratezza dei valori di concentrazione di THgumati nei campioni di sangue € stata
verificata attraverso I'analisi del materiale derimento certificato Seronorm Trace Elements in
Whole Blood L-1; anche in questo caso i valori @incentrazione misurati sono risultati in buon
accordo con i valori di riferimento.

Il limite di rilevabilita (LOD) del metodo, calcdia come la somma di tre volte la deviazione
standard del campione bianco é stato di 0.2 mg/gadipione di capelli e di 0.02 ng/g di
campione di sangue; il limite di quantificazioneO@Q) del metodo e stato di 0.7 ng/g di
campione di capelli e di di 0.07 ng/g di campionsahgue.

La precisione di determinazione delle concentrazimisurate nei campioni di capelli,
calcolata sulla base della deviazione standara delhcentrazione di THg misurata nel materiale
di riferimento certificato, & stata del 7% (IC 9%¥4attore di copertura k=2); la precisione di
determinazione delle concentrazioni misurate nengani di sangue (calcolata come sopra
descritto) e stata del 7% per i livelli di conceione maggiori o uguali a 1 ng/g (IC 95%, k=2)
e del 14% (IC 95%, k=2) per i livelli di concentimze inferiori a 1 ng/g.
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Per la determinazione delle concentrazioni di Tidgaampioni di latte materno circa 2 ml di
latte sono stati versati in una beuta volumetrma tappo a vite da 30 ml; successivamente sono
stati aggiunti 1 ml di acqua distillata, 2 ml diaumiscela HN@(Merk, Germany, p.a.)-HCIO
(Merk, Germany, suprapur) al 65% (1:1, v/v) e 5dinH,SO, al 96%. La beuta e stata riscaldata
Su una piastra a 220° C per 20 minuti. Dopo raffeedento il volume del campione e stato
portato a 30 ml mediante I'aggiunta di acqua di&tl Come descritto dettagliatamente da Akagi
(1997) il contenuto di THg e stato determinato cenpioni digeriti mediante spettrometria ad
assorbimento atomico a vapori freddi (CV-AAS) tremiianalizzatore semi-automatico Mercury
Analyser.

L'accuratezza dei valori di concentrazione di THgsumati nei campioni di latte e stata
verificata attraverso 'analisi del materiale derimento certificato Non-Fat Milk Powder NIST
1549; i valori di concentrazione misurati sono ket in buon accordo con i valori di
riferimento.

Il Limite di rilevabilita (LOD) del metodo, calcdia sulla base della somma di tre volte la
deviazione standard del campione bianco e stadd0db ng/ml di campione di latte; il limite di
quantificazione (LOQ) del metodo € stato di 0.0&8migli campione di latte.

La precisione di determinazione delle concentrazibHg misurate nei campioni di latte &
stata del 13% (IC 95%; k=2). Questo valore di miede relativamente basso e dovuto alle
moderate concentrazioni di THg presenti nei campmolatte materno.

Per la determinazione delle concentrazioni di Maeldgcampioni di capelli circa 0.015-0.030
g di capelli sono stati inseriti in una provettatelilon assieme a 10 ml di HClI 6M (Merck,
Germany, suprapur); la miscela e stata agitatayttr la notte a temperatura ambiente. Il Hg
presente nell’estratto & stato sottoposto a nuetezone mediante I'aggiunta di 5 ml di
toluene. 2 pl della miscela di toluene sono staietiati allinterno di una colonna
cromatorgrafica impaccata e la concentrazione dHi{le& stata determinata mediante gas
cromatografia con rivelator@ catturadi elettroni (GC-EDC) come descritto dettagliatateeta
Horvat et al. (1988) e da Horvat (1990).

L'accuratezza dei valori di concentrazione di Mefdgsurati nei campioni di capelli e stata
verificata attraverso I'analisi del materiale derimento certificato NIES 13 (capelli umani); i
valori di concentrazione misurati sono risultasex® in buon accordo con i valori di riferimento.

Il limite di rilevabilita (LOD) del metodo, calcdia come la somma di tre volte la deviazione
standard del campione bianco € stato di 0.2 ng/gcasnpione di capelli; il limite di

quantificazione (LOQ) del metodo € stato di 0.7grdj/campione di capelli.
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Per la determinazione delle concentrazioni di Metdgcampioni di sangue e di latte circa
200 g di sangue o0 1 g di latte sono stati versagttdmente in una provetta di Teflon con tappo a
vite da 30 ml; successivamente sono stati aggéuntl di una miscela costituita da$, al 5%
(Merck, Germany, suprapur), KBr al 18% (Merck, Gany, p.a.) e da 1.0 ml di Cug@M
(Merck, Germany); la provetta é stata chiusa ethtgper 15 minuti. Sono stati aggiunti 10 mi
di CH.Cl, (Merck, Germany, suprasolv) ed il campione é stailovamente agitato per 15
minuti. Il campione e stato centrifugato per 5 ntirat 3200 rxm e la fase organica € stata
separata da quella acquosa tramite un imbuto depaiia Teflon; CHCI, e stato raccolto in una
provetta diTeflon da 60 ml a cui sono stati in seguito aggi@dtml di acqua Milli-Q. La fase
organica e stata fatta evaporare attraverso unobd@irqua a 90°C ed il rimanente @, €
stato eliminato attraverso I'aggiunta di azoto gassper 5 minuti. Il pH della soluzione e stato
aggiustato a 4,6 tramite I'aggiunta di 100 ul dawpoluzione tampone acetato (§{CHDOH:
Merck, Germany suprapur; KBOOH: Merk, Germany, extra pure), quindi sono sagtjiunti
50 ul di NaBEf al 1% (Stream Chemicals, USA) e la miscela e skasaiata reagire a
temperatura ambiente per 15 minuti. La forma etildel Hg e stata separata dalla miscela
attraverso l'utilizzo di una trappola in Tenax satin flusso di azoto privo di Hg per 15 minuti.
La trappola € stata poi collegata con un flussargon ed il MeHg é stato rimosso termicamente
(180°C) attraverso una colonna cromatografica isut&. Come descritto dettagliatamente da
Horvat et al. (1993) e da Liang et al. (1994) leedse forme di Hg sono state convertite irf Hg
tramite pirolisi a 600°C e misurate attraverso tspetetria atomica di fluorescenza a vapori
freddi (CV-AFS).

L’accuratezza dei valori di concentrazione di Metpurati nei campioni di sangue é stata
verificata attraverso I'analisi del materiale deerimento certificato Seronorm Trace Elements
Whole Blood L-1; I'accuratezza dei valori di conteazione di MeHg misurati nei campioni di
latte € stata verificata attraverso I'analisi deiteniali standard di riferimento Spiked Skim Milk
Powder BCR 150 e Non-Fat Milk Powder NIST 1549aiovi di concentrazione misurati Sono
risultati essere in buon accordo con i valori Gesti e di riferimento.

Il limite di rilevabilita (LOD) del metodo, calcdia sulla base della somma di tre volte la
deviazione standard del campione bianco é sta@0& ng/g di campione di sangue e di 0.003
ng/g di campione di latte; il limite di quantifidane (LOQ) del metodo € stato di 0.05 ng/g di
campione di sangue e di 0.01 ng/g di campionetii.la

La precisione di determinazione delle concentrazainMeHg misurate nei campioni di

sangue e stata del 12% (IC 95%; k=2) per livellcaincentrazione maggiori o uguali a 1ng/g e
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del 14% (IC 95%; k=2) per livelli di concentraziomeferiori a 1 ng/g; la precisione di
determinazione delle concentrazioni di MeHg misirai campioni di latte é stata del 17% (IC
95%; k=2).

Le concentrazioni di Pb, Cd, As, Mn e Cu nei campib sangue intero venoso e del cordone
e di Se e Zn nei campioni di plasma venoso e delor® sono state determinate attraverso
spettrometria di massa accoppiata induttivamentglaama (ICP-MS) mediante lo strumento
Agilent 7500ce provvisto dellautocampionatore €et&X 510 in accordo con il metodo
descritto da Barany et al. (1997).

I lipidi totali contenuti nei campioni di siero smstati estratti secondo la metodologia adattata
da Folch et al. (1957) e successivamente estdrifica determinazione delle concentrazioni
degli esteri metilici degli acidi grassi (FAME) éata effettuata mediante gas cromatografo
provvisto di colonna capillare BPX70 (SGE Analyti&eience) attraversata da un flusso di elio
e mediante rilevatore a spettrometria di massaaargpolo Agilent 5975C GM MSD (Agilent
Technologies UK Limited, Stockport, UK).

5.6. Matrici Progressive di Raven

Alle donne che hanno accettato di essere arruakgte studio sono state somministrate le
Matrici Progressive di Raven (Raven’'s Standard Fsglve Matrices), un test di intelligenza
non verbale che permette di valutare il livelloidielligenza generale dei soggetti esaminati
(Raven 1940; Raven et al. 1986). Le Matrici di Raw@surano I'efficienza intellettiva, I'abilita
nel formare delle relazioni percettive, trovarel@aloluzioni e ragionare per analogia; possono
essere somministrate a persone di qualsiasi elipeimdentemente dal livello culturale.

Sono costituite da 60 schede di difficolta creseestiddivise all'interno di 5 sezioni (A, B, C,

D ed E). In ciascuna scheda e riportata una madriigure che presenta una parte mancante; al
soggetto esaminato viene richiesto di completamedtrice scegliendo la corretta parte mancante
tra i modelli numerati riportati al di sotto delaatrice stessa. Il criterio di scelta deve essere
sempre quello di selezionare il modello in gradéodinare con il resto della matrice un insieme

logico. Le matrici vengono presentate dall’esandretsecondo un ordine ben preciso che

garantisce la difficolta crescente delle schedpgste.
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L’esaminatore riporta nella griglia di valutazionle numero corrispondente alla scelta
effettuata dal soggetto in esame per ogni matti@garova non prevede un tempo massimo, sono
ammessi ripensamenti e cambi di scelta ma nonglplesritornare sulle matrici gia esaminate.

Ad ogni risposta corretta viene assegnato un pumcssomma di tutti i punti costituisce |l
punteggio grezzo; il punteggio grezzo pud esseamsfdrmato in rango percentile oppure,
attraverso le apposite tabelle di trasformaziopertate nel manuale del test, in QI (Raven
1969).

Le Matrici di Raven sono state somministrate atlaree arruolate presso il Centro Ecografico
dell'lRCCS Burlo Garofolo di Trieste da una psiaoabilitata in occasione del primo incontro
con i ricercatori tra la 2@ la 22 settimana di gestazione.

5.7. Questionari

Nel corso dello studio sono stati utilizzati dueesgionari retrospettivi del tipo FFQ (Food
Frequency Questionnaire).

Il primo questionario utilizzato (Allegato 1), ilugstionario breve preliminare, & stato
somministrato alle donne durante la fase dell'demn@nto con lo scopo di verificare che i criteri
di inclusione nello studio fossero rispettati eraltcogliere alcune informazioni preliminari. |l
questionario breve € un metodo di valutazione mph cui sono stati raccolti i dati anagrafici
delle partecipanti ed alcune indicazioni sulle loabitudini di vita attraverso risposte
dicotomiche e una breve batteria di items sullgue:nza di consumo dei principali alimenti.

Il secondo questionario utilizzato (Allegato 2), questionario lungo, € un questionario
dettagliato autocompilato di tipo semiquantitativeyiluppato specificatamente per la
registrazione delle abitudini alimentari durantgiavidanza.

Questo questionario & stato adattato alle esigdetenostro studio a partire da un altro
questionario del tipo FFQ gia validato ed utilizzger la rilevazione delle abitudini alimentari
nella popolazione italiana (Franceschi et al. 1993@nceschi et al. 1995; Decarli et al. 1996).

Il questionario lungo é stato consegnato alle danneccasione del secondo incontro, tra la
30% e la 3@ settimana di gravidanza ed é stato compilato dadlese presso il proprio domicilio
nei giorni successivi alla nascita dei loro bampbinquestionario e stato infine riconsegnato ai

ricercatori in occasione della visita presso |¢aaoni delle donne ad un mese dal parto.
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Il questionario lungo era strutturato in tre sezioella prima sezione venivano raccolti i dati
anagrafici, antropometrici, scolastici ed occupaalodelle donne, alcune informazioni relative
alle gravidanze precedenti ed alla gravidanza apmemclusa oltre che alcune informazioni
relative allo stato socio-economico, allo stilevifa ed allo stato di salute generale delle signore
e delle loro famiglie. La seconda sezione era wotgtidal questionario dietetico vero e proprio
composto da una lista di alimenti per i quali shiedeva la frequenza di consumo abituale
secondo una scala di frequenze predefinite (mensidétimanale o giornaliera). Le voci
alimentari, che comprendevano sia alimenti singai ricette complesse, erano suddivise in
sezioni. In ciascuna delle sezioni erano indicali g@limenti piu rappresentativi
dell’alimentazione italiana. Una sezione specialastituita da 7 domande, era dedicata alla
valutazione del consumo di pesce. In questa sedpbpetenuto conto delle 22 specie di pesce
comunemente pescate e consumate nellarea di stuwlché dei principali tipi di pesce
potenziali fonte di mercurio.

Nella terza sezione venivano infine raccolte infazioni relative alla storia residenziale ed

occupazionale delle donne arruolate.

5.8. Rilevazione dello sviluppo neurologico

Lo sviluppo neurologico e psicologico dei bambirstato valutato a 18 mesi di eta attraverso
la somministrazione del BSID Il (Bayley 2006).

Il BSID IlI costituisce lo strumento di valutaziowo riferimento internazionale relativamente
allo sviluppo cognitivo, linguistico, motorio, soeemotivo e comportamentale dei bambini da 1
a 42 mesi ed é costituito da 5 scale di valutaz@rsomministrazione individuale: la Scala
Cognitiva, la Scala del Linguaggio che comprendebtest della Comunicazione Recettiva e
della Comunicazione Espressiva, la Scala Motoreaadmprende i subtest della Motricita Fine e
della Motricita Grossolana, la Scala Socio-EmozZiemraa Scala del Comportamento Adattivo.

La valutazione di queste 5 scale e condotta inepattraverso esaminazione diretta dei
bambini ed in parte utilizzando le informazionipartate dai genitori attraverso l'utilizzo di un
questionario.

La valutazione diretta riguarda la Scala Cognitiae§cala del Linguaggio e la Scala Motoria;

la Scala Socio-Emozionale e quella del Comportamekdattivo invece sono completate
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(interamente o in cooperazione con lo psicologaongsatore) dal genitore che accompagna il
bambino al test.

Nel presente studio sono state misurate tuttecuieife scale di valutazione.

Ciascuna scala e costituita da diversi item ordisetondo il loro grado di difficolta. Ogni
fascia d'eta prevede un insieme di item con unangaunh difficolta che va da quelli superati dal
90% dei bambini a quelli superati dal 15% dei bamtel campione di standardizzazione; gli
item sono considerati "superati" o "non superatitenendo punteggio 1 o 0.

La Scala Cognitiva é costituita da 91 item e petenditvalutare lo sviluppo senso motorio, la
manipolazione, la memoria, la relazione tra glietgjge la formazione dei concetti.

La Scala del Linguaggio & costituita dal subtedtldeguaggio Recettivo e da quello del
Linguaggio Espressivo. Il subtest del Linguaggioc&gvo include 49 item che valutano il
comportamento preverbale, lo sviluppo del vocalmlda capacita di identificare oggetti e
immagini, il vocabolario relativo allo sviluppo nfologico, gli indicatori di tempo e ['utillo del
possessivo. Il subtest del Linguaggio Espressictude 48 item che valutano la comunicazione
preverbale, lo sviluppo del vocabolario e lo svdapnorfosintattico.

La Scala Motoria € costituita dal subtest della dd& Fine e da quello della Motricita
Grossolana; il subtest della Motricita Fine incl@gitem che valutano le abilita della motricita
fine associate alle prassie (sistemi coordinatndvimenti in funzione di un’intenzione e/o un
risultato), l'integrazione motorio-percettiva, laapificazione e la velocitd motoria. Il subtest
della Motricita Grossolana misura, attraverso @it principalmente il movimento degli arti e
del torace, valuta il posizionamento statico, il vinzento dinamico, la locomozione, la
coordinazione, il bilanciamento e la pianificazionetoria.

Attraverso la Scala Socio-Emozionadepossibile investigare l'acquisizione emozionale e
sociale dei bambini. Gli item valutano il domini@liabilita emozionale funzionale, come
l'autoregolazione e linteresse per il mondo, leessita di comunicare, I'impegno con gli altri e
lo stabilire relazioni, l'utilizzo delle emozionioe scopo interattivo, l'utilizzo di segnali
emozionali per risolvere i problemi. Si tratta dfdrmazioni fornite dal genitore. Al termine
della compilazione della Scala Socio-Emozional#gti, sono inseriti in tabelle che consentono
di ricavare il profilo all'interno del quale si tmta il bambino.

La Scala del Comportamento Adattivo, anch'essa datapdal genitore, & costituita da
diversi subtest che indagano la comunicazione &lerle non verbale), la vita di comunita
(interesse per le attivita fuori casa), la saluta sicurezza (attenzione al mantenersi lontano da

pericoli fisici), il divertimento (giocare, seguidelle regole), la cura di s€ (mangiare, andare al
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bagno, lavarsi), l'autodirezionarsi (autocontrolleeguire direttive, fare delle scelte), la
competenza prescolastica (riconoscimento di letteomteggio, disegni), il vivere in casa
(aiutare gli adulti, prendersi cura delle proprip&sonali), il sociale (andare d'accordo con altre
persone, buone maniere, assistere gli altri) @via motoria (locomozione e manipolazione
dellambiente). Anche per questa scala i dati soseriti in tabelle che consentono di ricavare |l
profilo all'interno del quale si colloca il bambino

Al termine della somministrazione del test, i pgafiedelle diverse scale sono ricavati dalla
somma degli item superati dal bambino e addizioalatiumero dell'item che precede quello di
somministrazione.

| punteggi grezzi cosi ottenuti sono trasforma#ly pnezzo di tabelle di conversione, in
punteggi di scala, in punteggi compositi, in graelicentili, in punteggi di crescita ed in punteggi
equivalenti per eta di sviluppo.

| punteggi di scala possono essere calcolati e gubtest oltre che per le Scale Cognitiva e
Socio-Emozionale e derivano dai punteggi grezalitatei subtest, con una media di 10 ed una
deviazione standard di 3.

| punteggi compositi sono calcolati per tutte egai@ le scale di valutazione, hanno una media
di 100 ed una deviazione standard di 15; nelleescdle presentano subtest (Scala del
Linguaggio, Scala Motoria e Scala del Comportamédattivo) i punteggi compositi vengono
calcolati attraverso diverse somme dei punteggcdia dei subtest stessi.

Il punteggio percentile indica la posizione del lbamo rispetto a quella del campione di
standardizzazione.

| punteggi di crescita sono utilizzati per rapprgaee lo sviluppo del bambino nel tempo e
sono disponibili per la Scale Cognitiva per i subtest dell@omunicazione Recettiva,
Espressiva, della Motricita Fine e della Motricg&ossolana, hanno una media di 500 ed una
deviazione standard di 100.

| punteggi equivalenti per eta di sviluppo rappréseo I'eta media (in mesi) alla quale un
dato punteggio grezzo totale e tipico: essi sospatiibili per la Scale Cognitiva per i subtest
dellaComunicazione Recettiva, Espressiva, della MokiEine e della Motricita Grossolana.

Nel presente studio sono stati utilizzati i punteggnpositi delle cinque scale di valutazione
misurate. | test sono stati somministrati pressmita Operativa di Neuropsichiatria Infantile del
IRCCS Burlo Garofano di Trieste da due psicologhitate.

La concordanza (inter-rater reability) tra le dusicploghe € stata verificata su un

sottocampione di bambini ed e risultata molto péatutti e tre i punteggi compositi relativi alle
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scale valutate direttamente dalle psicologhe: ihtpggio composito della Scala Cognitiva
(ICC=0.98, 95%, CI: 0.97-0.99), il punteggio compmslella Scala del Linguaggio (ICC=0.99,
95%, CI: 0.99-1.00) ed il punteggio composito d&kzala Motoria (ICC 0.93, 95%, CI: 0.90-
0.97).

5.9. Analisi statistiche

Nelle analisi statistiche sono stati inclusi solateei bambini nati dalla 37settimana di
gestazione in poi, per i quali era disponibile altm@&na misura di esposizione al Hg e per i quali
il BSID Il era stato effettuato all’eta di 18+2 sie

Le misure di esposizione di interesse principaleosstate il consumo di pesce delle donne
durante la gravidanza e le concentrazioni di THg aaempioni biologici delle donne e dei
bambini.

Il consumo di pesce durante la gravidanza e stimoat sulla base delle informazioni
riportate nel questionario lungo dettagliato autopoato dalle donne subito dopo il parto. Il
questionario lungo presentava all'interno delleosel@ sezione tre domande relative al consumo
di pesce in cui veniva richiesto alle donne di ripe la frequenza di consumo, secondo delle
categorie di frequenze predefinite (mai, meno & ualta al mese, una volta al mese, ecc), di
porzioni di 150 g di pesce, crostacei e molluschuirati in diversi modi (bolliti, alla griglia, al
forno e fritti). La distribuzione di frequenza duepte variabili € stata descritta attraverso il
numero assoluto e la percentuale di soggetti iscoiaa categoria. Per ciascuna domanda relativa
al consumo di pesce, la conversione dalle categtiritfequenza di consumo predefinite al
numero di porzioni di pesce consumate é statatedtet assegnando a ciascuna categoria un
consumo corrispondente al valore mediano dellagosaite stessa (ad esempio: 2-4 volte a
settimana e diventato 3 volte a settimana). Il sors di pesce totale € stato calcolato attraverso
la somma del consumo settimanale stimato di ttifhi di pesce.

La distribuzione del consumo di pesce, delle cotmagioni di Hg e di PUFA'S rilevate nei
campioni biologici analizzati é stata descrittaraatérso i seguenti indici di sintesi: media
aritmetica, deviazione standard, 25° percentilejiem&, 75° percentile, minimo e massimo.

Sono state calcolate anche le medie geometricHe dehcentrazioni di Hg. La normalita

delle distribuzioni e stata verificata attraverses$t di Shapiro-Wilk.
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La concentrazione di MeHg nei campioni biologiggpbnibile solo per un sottocampione di
donne della coorte, € stata confrontata con quelleHg nei soggetti per i quali erano presenti
entrambe le misure di concentrazione.

Sono stati calcolati i coefficienti di correlaziord Spearman per valutare le possibili
associazioni tra i valori di concentrazione di Télgi MeHg nei campioni di capelli, di sangue
venoso, di sangue del cordone e di latte.

| principali outcome di interesse sono stati i @@gi compositi ottenuti dai bambini nelle
cinque scale di valutazione del BSID llI: la Sc@lagnitiva, la Scala del Linguaggio, la Scala
Motoria, la Scala Socio-Emozionale e la Scala deh@ortamento Adattivo.

La distribuzione dei punteggi & stata descritteaattrso i seguenti indici di sintesi: media
aritmetica, deviazione standard, 25° percentilejiam&, 75° percentile, minimo e massimo.

Le differenze tra i gruppi di soggetti sono stagégificate attraverso il test di Wilcoxon per
quanto riguarda le variabili continue e attravatdest del Chi-Quadrato per quanto riguarda le
variabili categoriche.

Sono stati calcolati i coefficienti di correlaziomk Spearman per valutare le possibili
associazioni tra il consumo di pesce e le conceioimadi Hg e PUFA’s nei campioni biologici
analizzati.

Mediante analisi di regressione lineare sono &s#eninate le misure di associazione grezza
tra le concentrazioni di THg misurate nei campibiologici e ciascuno dei punteggi compositi
ottenuti dai bambini nelle cinque scale di valutaz del BSID llI; sono stati costruiti modelli
separati per ciascuno dei punteggi compositi d@tigue scale di valutazione considerate.

Dato che, sulla base del test di Shapiro-Wilk,i&rdbuzione delle concentrazioni di THg nei
campioni biologici non era normale, la variabiled &l stata introdotta nei modelli di regressione
lineare dopo trasformazione logaritmica. A titoloathalisi di sensibilita, sono comunque stati
costruiti dei modelli contenenti la variabile THgmtrasformata. Sono stati costruiti anche dei
modelli di regressione lineare in cui la concentmae di THg misurata nei campioni di capelli
materni era stata categorizzata all’'interno di gjaagruppi: <500, 500-999, 1000-19992000
ng/g.

Mediante analisi di regressione lineare multiplacsstate esaminate le misure di associazione
tra Hg e neurosviluppo, includendo nel modello anlehpossibili variabili confondenti in grado
di influenzare lo sviluppo neurologico dei bambiQuali variabili confondenti sono state
considerate il consumo materno di pesce frescgefato ed in scatola durante la gravidanza, la

concentrazione dei PUFA’s misurata nei campionisdiro materno prelevati durante la
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gravidanza (LA, ALA, ARA, EPA, DPA, DHA), il sesstel bambino, il peso alla nascita, le
settimane di gestazione, il QI materno, I'eta deliadre al momento del parto, il BMI materno
prima della gravidanza, I'aumento di peso duraatgrhvidanza, lo stato civile delle madri al
momento del parto, I'indice socio-economico (SEENhet et al. 2007), la superficie della casa,
il numero di adulti e bambini presenti in casayumero di sigarette fumate, il consumo di alcool
durante la gravidanza, I'allattamento al seno (damhllattato al seno, bambino non allattato al
seno, allattamento esclusivo fino ai 4 mesi, a@hatnto fino ai 18 mesi), il consumo di pesce da
parte del bambino fino ai 18 mesi, la frequenzasilb nido fino ai 18 mesi, il momento della
giornata in cui il bambino é stato sottoposto alB8I (mattina, pomeriggio-sera). Per quanto
riguarda le concentrazioni dei PUFA’s queste sdatesncluse nei modelli come concentrazioni
individuali dei singoli acidi grassi misurati (LAALA, ARA, EPA, DPA, DHA), come
percentuale sulla concentrazione totale di acidsgjr misurata, come concentrazione di acidi
grassi omega-3 (EPA, DPA, DHA e ALA) o come concaribne di acidi grassi omega-6 (ARA
e LA). Nei modelli contenenti la variabile sangued dordone sono stati inclusi come possibili
fattori confondenti anche le concentrazioni di R, As, Mn, Cu, Se e Zn misurate nei
campioni di sangue del cordone analizzati.

Dato che la maggior parte delle covariate considesmno state stimate sulla base del
guestionario lungo dettagliato e che quest'ultinaiepa essere incompleto, con lo scopo di
evitare la perdita di potere statistico nell'anafialtivariata a causa dei valori mancanti, si
deciso di imputare i valori mancanti per alcuneialdl, assumendo che questi fossero
completamente casuali.

Tra tutte le variabili potenzialmente confondesbno state incluse nel modello finale solo
quelle che nelle analisi bivariate sono risultasogiate con almeno un BSID Il con p<0.10.

Sono state eseguite delle analisi stratificatelmasso dei bambini con lo scopo di verificare
se e come l'effetto del Hg fosse diverso tra masdiemmine.

L’effetto di ciascuna variabile sui BSID Il e stapresentato in termini di coefficienti beta, la
cui significativita statistica e stata espressaemmini di valori di p. La bonta del modello in
termini di variabilita dell’'outcome spiegata & ataspressa attraverso?’ r

Le elaborazioni statistiche sono state effettuageliante il software SAS versione 9.2 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

In tutte le analisi statistiche é stato considetatdivello di significativita pari a P<0.05.
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6. Risultati

Il reclutamento della coorte € iniziato nell’apridel 2007 e si € concluso nel marzo del 2009.
Sono state arruolate 900 donne e di queste 767)(B5@tavano ancora all'interno dello studio
al momento del parto; a 632 bambini & stato sonstmatd il BSID Illal raggiungimento del 28
mese di vita.

Le madri dei bambini persi al follow-up esibivanooustato socio-economico (mediana 2.50
contro 2.75, p=0.0261) ed un livello di QI (mediarfd8 contro 125, p=0.0015),
significativamente piu bassi rispetto alle madii lsEembini ancora all'interno dello studio; inoltre
le madri dei bambini persi al follow-up erano méremuentemente sposate (85.5% contro 90.4%)
e piu frequentemente separate (8.4% contro 3.3%,08%1) rispetto a quelle i cui bambini
facevano ancora parte dello studio al compimenkd 8®&mese di vita; I'eta al momento del parto
(mediana 34 contro 33 anni, p=0.4374) e lo statupazionale nei due gruppi di madri non
differivano significativamente.

Dopo aver escluso tutti i bambini nati pretermig87 settimane di gestazione) e 3 bambini a
cui il BSID Il era stato somministrato dopo i 2Cesn di eta, sono stati utilizzati per le analisi
finali i dati relativi a 606 coppie mamma-bambino.

Le caratteristiche socio-demografiche delle 606ngoconsiderate nelle analisi definitive sono
riportate in Tabella 3 (variabili continue) ed iabella 4 (variabili categoriche).

L’etd media delle donne al momento del parto ereB3B anni e durante la gravidanza
'aumento di peso medio é stato di 13.3 kg. Il 92,8elle donne considerate era di nazionalita
ltaliana, I'83.8% era stabilmente occupata ed k% viveva in una casa di proprieta. Il 48.3%
delle donne considerate aveva un diploma di scsigderiore ed il 34.8% era laureata.

Le caratteristiche dei 606 bambini consideratienahalisi definitive sono riportate in Tabella 5
(variabili continue) ed in Tabella 6 (variabili egbriche).

Sono stati esaminati 307 maschi (50.7%) e 299 feran(#9.3%); alla nascita i bambini

presentavano un peso medio di 3419 g ed una lunghmeedia di 50.14 cm.
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Tabella 3.Caratteristiche socio-demografiche delle donneidenate nello studio (variabili continue).

>aratteristiche delle donne N Media Mediana DS
Eta media (anni) 606 33.3 33 4.3
BMI medio prima della gravidanza (kg/m2) 606 23.3 22.2 14.5
Aumento di peso medio durante la gravidanza (kg) 606 13.3 13 4.2
Numero di sigarette fumate durante la gravidanza 606 144 0 560
Consumo settimanale di alcool dota la gravidanza (bicchier 606 1.6 0.3 3.3
Indice Socio-Economico della famiglia (SES) 606 2.6 2.7 0.9
Matrici Progressive di Raven 606 119.1 125 11

Tabella 4.Caratteristiche socio-demografiche delle donneidenate nello studio (variabili categoriche).

Caratteristiche delle donne N %
Nazionalita

e J|taliana 5632 92.¢
e Straniera 43 1

Stato civile al momento del parto

* Sposata/convivente 5;'("]1 82 Z
. Sgparata/dlvomata 38 6.2
. Slnglg 7 1.1
* Non riportato
Titolo di studio
* Non riferito 2 0.Z
* Diploma elementare 5 0.§
+ Diploma di scuola media 9§ 15.7
« Diploma di scuola superiore 29¢ 48.%
. Laurea 211 34.¢
Continue
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Caratteristiche delle donne
Situazione lavorativa

* Occupata

e Casalinga

e In cerca di lavoro
e Studentessa

e Licenziata

* Non riportato

Casa di proprieta della famiglia

e Si
« No
* Non riportato

Superficie della casa

« Meno di50 M

« Tra50e 100 M
« Piudi100 A

* Non riportato

Numero di adulti che fanno parte della famiglia (irclusa le
donna)

e 1-2
° >2
e Non riportato

Numero di bambini che fanno parte della famiglia (nclusc
in nuovo nato)

°
WN P

. >3
* Non riportato

Vive con fumatori

e Sj
« No

50¢
48
27

46¢
13C

41
40t
15¢

56¢
29

33¢
20C
39
11
17

12C
48¢

%

83.¢
i
4.4
1.C
1z
1.t

77.L
21.¢
1.1

6.€
66.¢
25.2
11

55.¢
33.C
6.4
1.€
2.6

19.¢
80.2
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Tabella 5. Caratteristiche dei bambini considerati nello giysariabili continue).

Caratteristiche dei bambini considerati nello studo N Media Mediana DS
Peso alla nascita (g) 606 3419 3400 453
Lunghezza alla nascita (cm) 603 50.14 50 2.06

Tabella 6. Caratteristiche dei bambini considerati nello stud@ariabili categoriche).

Caratteristiche dei bambini considerati nello studo N %

Sesso del bambino

Maschio 307 50.7
Femmina 29¢ 49.¢

Epoca gestazionale al momento del parto (settimane)

33 54
g; 94 15t
39 165 26.€
40 16€ 27.4
a1 11¢€ 19.¢
42 31 5.1

La distribuzione delle concentrazioni di THg e delNy rilevate nei campioni biologici
considerati € riportata in Tabella 7. Le concentrsizsono espresse in ng/g.

Nel Grafico 1 e riportata la distribuzione di fremza della concentrazione di THg nei

campioni di capelli materni.

In Tabella 8 é riportata la matrice dei coefficiedt correlazione di Spearman tra le
concentrazioni di THg e MeHg nei campioni di capeli sangue venoso, di sangue del cordone

e di latte. Le correlazioni risultano quasi tutigisticamente significative.

Le associazioni evidenziate nella matrice di cazi®ine di Spearman sono state riportate in

forma grafica in Tabella 9.
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Tabella 7. Distribuzione delle concentrazioni di THg e di MeHigevate nei campioni biologici
considerati. Le concentrazioni sono espresse i ng/

Campione N Media DS 25° perc Mediana 75° perc Minimo  Massimo

Capelli materni

THg 604 1061 1028 481 788 1281 17 13520
MeHg 220 1674 1046 1114 1382 1885 356 10132
MeHg/THg (%) 220 0.89 0.16 0.84 0.99 1 0.16 1
Sangue venosc

materno

THg 606 3.14 3.44 1.18 2.35 3.98 0.05 39.60
MeHg 236 4.46 4.04 2.39 3.46 5.30 0.37 39.60
MeHg/THg (%) 236 0.88 0.19 0.81 0.99 1 0.33 1
Urina materna

THg 589 1.11 1.51 0.29 0.71 1.40 0.01 18.61
Sangue del

cordone

THg 457 5.54 4.83 2.40 3.97 7.02 0.12 32.76
MeHg 169 7.71 6.06 3.97 6.07 9.63 1.20 54.80
MeHg/THg (%) 167 0.87 0.13 0.78 0.90 1 0.36 1
Latte materno

THg 492 0.33 1.31 0.11 0.18 0.28 0 28.30
MeHg 182 0.17 0.15 0.07 0.14 0.23 0.01 1.09
MeHg/THg (%) 182 0.58 0.29 0.31 0.60 0.84 0.01 1

Grafico 1. Distribuzione di frequenza della concentraziondldg nei campioni di capelli materni. Le
concentrazioni sono espresse in ng/g.

(Frequency)

-

o4

169 1704.7875 3392675 5080.5625 6768.45 8456.3375 10144.225 118321125 13520

860.84375 2548 73125 423661875 5924 50625 761239375 930028125 10988.16875 12676.05625
M_hair_THg
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Tabella 8. Matricedelle Correlazioni di Spearman tra tra le concentrazibdiiHg e MeHg nei campioni
di capelli, sangue venoso, sangue del cordongee lat

Spearman Correlation Coefficients
Prob > |r| under HO: Rho=0
Number of Observations

Capelli Capelli Sangue Sangue Sangue  Sangue Latte Latte
materni materni Venoso Venoso del del THg MeHg
THg MeHg THg MeHg cordone cordone
THg MeHg
Capell 1.0000( 0.8132! 0.7537( 0.5903! 0.6512{ 0.4068( 0.3878: 0.2042¢
e <.0001 <.0001 <.0001 <.0007 <.0001 <.0007 0.005¢
TH 604 22C 604 23t 45¢ 16¢ 491 181
Capell 1.0000' 0.5230¢ 0.4916. 0.3924¢ 0.4191°  0.2128¢ 0.2033¢
materni <.000 <.000 <.000 <.000 0.004: 0.006:
MeHg 22C 22( 22C 167 16¢ 17¢ 17¢
Sangue 1.0000( 0.9163¢ 0.6931¢ 0.6180°  0.4726: 0.4088
vVenoso <.000 <.000 <.000 <.000 <.000
THg 60€ 23€ 457 16¢ 497 182
Sangue 1.0000( 0.5983: 0.5792°  0.4042 0.3585:
vVenoso <.000 <.000 <.000 <.0001
MeHg 23€ 18( 16¢ 192 18C
Sangue del 1.0000( 0.9688  0.5260 0.5293¢
cordone <.0007 <.0001 <.0007
THg 457 167 36€ 13¢
Sangue del 1.0000(  0.5339 0.5264¢
cordone <.0001 <.0001
MeHg 16¢ 134 134
Latte 1.0000( 0.6740¢
THg <.0001]
497 182
Latte 1.0000(
MeHg
182
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Tabella 9. Scatter plotelativi alleassociazioni tra tra le concentrazioni di THg e Metéi campioni di
capelli, sangue venoso, sangue del cordone e latte.

Scatter Plot Matrix
0 4000 8000 0 10 20 30 40
| | | | | | | | | | | | | | | | | | |

a [a] [a] [a]

7 [a] [a] [a]

| M_hair_THg o0 0. o o 4

: v |F: |#

— [a]
10000 o o o
8000 —
6000 — L ° 0 ° °

M hair MeHg °

M _vblood THg & ° %P0 20

& ¢ M vblood M... ° %oo |-

Cord_blood T..

T T 1
0 12500 0 10 20 30 40 0 10 20 30

La distribuzione delle concentrazioni di PUFA’seviaite nei campioni di siero venoso
materno é riportata in Tabella 10. Le concentrdzgono espresse in mg/ml.
La distribuzione dei punteggi compositi ottenuti ldambini considerati nelle cinque scale di

valutazione del BSID Il € riportata in Tabella 11.
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Tabella 10.Distribuzione delle concentrazioni di PUFA’s riléganei campioni di siero venoso materno.
Le concentrazioni sono espresse in mg/ml.

PUFA’s N Media DS 25° perc Mediana 75° perc Minimo Massimo
OMEGA 3

C18:3 ALA 589  0.023 0.007 0.018 0.022 0.026 0.016 0.062
C20:5 EPA 589  0.039 0.035 0.024 0.026 0.034 0.018 0.200
C22:5 DPA 589  0.047 0.007 0.048 0.048 0.048 0.018 0.120
C22:6 DHA 589  0.045 0.029 0.018 0.036 0.064 0.014 0.152

Omega 3 Totali 589  0.154 0.054 0.114 0.136 0.176 0.072 0.406

OMEGA 6
C18:2 LA 587 0.436 0.164 0.370 0.452 0.530 0.016 0.882
C20:4 ARA 589 0.114 0.053 0.078 0.116 0.154 0.018 0.304

Omega 6 Totali 587  0.551 0.183 0.462 0.564 0.658 0.036 1.066

Omega 6 Totali/

. 587 3.81 1.48 2.830 3.810 4.750 0.320 9.640
Omega 3 Totali

Tabella 11. Distribuzione dei punteggi compositi ottenuti dainibini esaminati nelle cinque scale di
valutazione del BSID III.

BSID Il N Media DS 25° perc Mediana 75° perc Minimo Massimo
Scala Cognitiva 604 106.2 8.3 100 105 110 75 130
Scala del 604  97.7 8.7 91 97 103 47 121
Linguaggio

Scala Motoria 604 101.4 6.0 97 100 107 67 115
Scala Socio- 450 9954 159 95 105 115 60 145
Emozionale

Sl el 426  101.8  12.8 93 101 111 62 136
Comportamentc

Adattivo
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Le donne considerate nelle analisi finali hannerii® un consumo medio di pesce durante la
gravidanza corrispondente a 1.06 porzioni a settam(@eviazione standard 0.99, mediana 0.92,
range 0-6) considerando solamente il consumo diepéesco e surgelato, un consumo medio
corrispondente a 1.69 porzioni a settimana (desmazistandard 1.30, mediana 1.38, range 0-7)
considerando sia il consumo di pesce fresco e logehe il consumo di pesce in scatola ed un
consumo medio corrispondente a 2,33 porzioni ansatia (deviazione standard 1.71, mediana
1.84, range 0-11) considerando il consumo di tuigi di pesce (fresco, surgelato ed in scatola),
di crostacei e di molluschi.

Le donne hanno riportato di consumare con maggemuenza le seguenti specie di pesci:
tonno (consumo medio: 0.64 volte a settimana, peet@mente in scatola), branzino (0.34 volte a
settimana, prevalentemente fresco e di provenidogale), orata (0.32 volte a settimana,
prevalentemente fresco e di provenienza local@ppuia (0.21 volte a settimana, prevalentemente
fresco e di provenienza locale), merluzzo (0.2lteval settimana, prevalentemente congelato),
trota/salmone (0.17 volte a settimana, prevalen¢enteesco, di differenti provenienze), platessa
(0.16 volte a settimana, prevalentemente congelasgpmbro (0.14 volte a settimana,
prevalentemente fresco e di provenienza locale) oglicda (0.13 volte a settimana,
prevalentemente fresco, di differenti provenienze).

Il consumo di pesce riferito dalle donne é risoltahoderatamente correlato con le
concentrazioni di THg misurate nei capelli (r=0.340.0001), nel sangue venoso materno
(r=0.33, p<0.0001) e nel sangue del cordone (r5(4P.0001); basse correlazioni sono state
osservate anche tra il consumo di pesce e le ctazemi di THg misurate nei campioni di
latte (r=0.27, p<0.0001) e nei campioni di urined(d.3, p=0.0020).

Le specie di pesci che hanno mostrato le corratazim alte con le concentrazioni di THg
misurate sia nei campioni di capelli che nei campsangue del cordone sono state il branzino
(r=0.37 e r=0.40), I'orata (r=0.34 e r=0.37) ealgello (r= 0.31e r=0.29) con tutti i valori di p-
values <0.0001.

Il consumo di pesce riferito ha mostrato basseetamioni anche con le concentrazioni di
DHA rilevate all'interno dei campioni di siero mate (r=0.08, p=0.0569) e con la percentuale
di DHA sulla concentrazione totale di PUFA’s migar&=0.09, p=0.0298). Non sono emerse
altre correlazioni significative tra il consumo mksce riportato dalle donne e le concentrazioni
di PUFA’s misurate durante la gravidanza.

Le misure di associazione grezze ed aggiustatepuateggi compositi ottenuti dai bambini

nelle cinque scale di valutazione del BSID Il édogaritmo della concentrazione di THg
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misurata nei capelli materni e nel sangue del ceedsono mostrate in Tabella 12. Il modello
statistico numero 1 riporta le misure di associigrezze; il modello statistico numero 2
riporta le misure di associazione aggiustate peorisumo di pesce riferito dalle donne durante
la gravidanza; il modello statistico numero 3 ripde misure di associazione aggiustate per la
concentrazione totale di PUFA’s e per le percentlidlA, di ALA, di ARA, di EPA, di DPA e

di DHA sulla concentrazione totale di PUFA’s midardl modello statistico numero 4 riporta
le misure di associazione aggiustate per il consdimpesce materno, per la concentrazione
totale di PUFA’s e per le percentuali di LA, di ALAi ARA, di EPA, di DPA e di DHA sulla
concentrazione totale di PUFA’s misurata, persissedei bambini, per il peso alla nascita, per il
QI materno, per 'aumento di peso durante la geavid, per lo stato civile delle madri al
momento del parto, per l'indice socio-economico $EEper il numero di bambini presenti in
casa, per il consumo di alcool in gravidanza, [alattamento al seno, per il consumo di pesce
da parte del bambino fino ai 18 mesi e per la feega all’asilo nido fino ai 18 mesi.

Non sono emerse associazioni inverse statisticamgghificative tra le concentrazioni di
Hg misurate nei campioni di capelli e di sangueadetione ed i punteggi compositi ottenuti dai
bambini al BSID lII; 'unica associazione positieasignificativa rilevata, tra la concentrazione
di Hg misurata nei campioni di capelli e nel sanglet cordone ed il punteggio composito
relativo alla Scala del Linguaggio, non é rimaste tin seguito all’aggiustamento per i
potenziali fattori confondenti.

Le concentrazioni di THg misurate nei campioni dhgue venoso, di urina e di latte non
hanno mostrato associazioni significative con itpggi compositi relativi alla Scala Cognitiva,
del Linguaggio, Motoria e del Comportamento Adatt{dati non mostrati).

Non sono emerse associazioni statisticamente igtife tra la concentrazione di THg
misurata nei campioni di capelli ed i punteggi it al BSID Il nemmeno dopo
categorizzazione dei valori di concentrazione digTH verso e la forza delle associazioni
rilevate tra la concentrazione di THg misurata cenpioni di capelli ed i punteggi ottenuti al
BSID Il non sono cambiati in seguito all'utilizzeel modello di analisi della variabile THg non
trasformata. | risultati sono rimasti pressochéairati anche dopo aver escluso dal modello di

analisi le tre donne aventi una concentrazioneHtj mei capelli >6000 ng/g (dati non mostrati).
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Tabella 12. Misure di associazione grezze ed aggiustateftamieggi compositi ottenuti dai bambini nelle ciaqu
scale di valutazione del BSID Il ed il logaritmelth concentrazione di THg (ng/g) misurata nei dapwaterni e
nel sangue del cordone.

Modello 1 Modello 2 Modello 3 Modello 4
beta P beta p beta p beta P
Punteggio composito
Scala Cognitiva
r'-n”ag::]?] capelli 0.4447 | 0.2945 | 0.3952 | 0.3816 | 0.3735 | 0.4015| -0.0022 | 0.9967
N=602 N=602 N=585 =505
R’<0.01 R’<0.02 R>=0.01 R’=0.08
'ggrEjTo':g] sangue del | 5998 | 02268 | 0.4577 | 0.3301| 05898 | 0.1880| 0.0518 | 0.9232
N=455 N=455 N=446 N=378
R’<0.01 R’<0.01 R?=0.02 R*=0.10
Punteggio composito
Scala del Linguaggio
r';q”ag:'r"?] capelli 1.2389 | 0.0051 | 1.0551 | 0.0249 | 1.2995 | 0.0052| 0.8464 | 0.1055
N=602 N=602 N=585 N=505
R’=0.01 R’=0.01 R?=0.02 R?=0.17
'ggr[mge] sangue del | 598 | 0.0733 | 0.6359 | 02084 | 0.9484 | 0.0502| 0.4142 | 0.4556
N=455 N=455 N=446 N=378
R’=0.01 R’=0.01 R?=0.02 R?=0.19
Punteggio composito
Scala Motoria
r'-n”ag::]?] capelli .0.2161 | 0.4852 | -0.2895 | 0.3753 | -0.3804 | 0.2351 | -0.1875 | 0.6160
N=602 N=602 N=585 =505
R’<0.01 R’<0.01 R>=0.01 R’=0.08
('ggrEjTo':g] sangue del | 5918 | 0.7926 | -0.1815 | 0.5933 | -0.0605 | 0.8527 | 0.1557 | 0.6844
N=455 N=455 N=446 N=378
R’<0.01 R’<0.01 R>=0.01 R>=0.12
Punteggio composito
Scala Socio-
Emozionale
r"n”ag::]?] capelli 1.5852 | 0.0867 | 0.9209 | 0.3493| 1.800 | 0.0645| 1.7727 | 0.1119
N=427 N=427 N=416 N=362
R’<0.01 R>=0.01 R’>=0.02 R’=0.15
('ggrEjTo':g] sangue del | 1978 | 0.6026 | -0.5574 | 0.5976 | 0.4637 | 0.6484 | -0.0711 | 0.9523
N=322 N=322 N=317 N=271
R’<0.01 R’=0.02 R>=0.01 R’=0.19
Continue

73




Modello 1 Modello 2 Modello 3 Modello 4
beta P beta p beta p beta P
Punteggio composito
Scala del
Comportamento
Adattivo
r'-n”ag::]?] capelli 1.4698 | 0.0646 | 0.9254 | 0.2708 | 1.5504 | 0.0586 | 0.5460 | 0.5556
N=424 N=424 N=414 N=362
R>=0.01 R’=0.02 R’>=0.02 R>=0.13
tn [l sangue del | o 5763 | 0.4840 | -0.2051 | 0.8215| 0.6007 | 0.4768 | -0.5684 | 05659
N=317 N=317 N=313 N=271
R’<0.01 R>=0.01 R’>=0.02 R’=0.16

Modello 1: misure di associazione grezze.

Modello 2: misure di associazione aggiustate per il consumpeste riferito dalle donne durante la gravidanza.
Modello 3: misure di associazione aggiustate per la concaatra totale di PUFA’s e per le percentualiLd, di
ALA, di ARA, di EPA, di DPA e di DHAsulla concentrazione totale di PUFA’s misurata.

Modello 4: misure di associazione aggiustate per il consuinp@ste materno, per la concentrazione di PUFAEs, p
il sesso dei bambini, per il peso alla nascita,ip@ materno, per I'aumento di peso durante lavgtanza, per lo
stato civile delle madri al momento del parto, fiedice socio-economico (SES), per il numero diitani presenti
in casa, per il consumo di alcool in gravidanza, [flattamento al seno, per il consumo di peseepdrte del
bambino fino ai 18 mesi e per la frequenza alltasillo fino ai 18 mesi.
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Considerando il sottocampione della coorte per ublg erano disponibili i valori di
concentrazione di MeHg, I'analisi univariata haevato la presenza di associazioni positive
statisticamente significative tra la concentrazidhnéleHg misurata nei campioni di capelli e
nel sangue del cordone ed il punteggio composittenato nella Scala Cognitiva
(rispettivamente3=2.6685, p=0.02870 €&=2.317, p=0.0135); dopo aggiustamento per i
potenziali fattori confondenti queste associaziapn sono rimaste significative (dati non
mostrati).

Dalle analisi stratificate per il sesso dei bamliono emerse associazioni statisticamente
significative solo tra il logaritmo della concerti@ne di THg nei capelli materni ed il punteggio
composito relativo alla Scala del Linguaggio traéblmbine [§=1.5291, p=0.0445); non sono
emerse associazioni tra i bambini (dati non maktrat

Relativamente ai possibili effetti sullo sviluppeunologico dei bambini legati al consumo di
pesce materno durante la gravidanza (numero digeordi pesce consumate settimanalmente),
nel modello di analisi univariata sono state ossterdelle associazioni positive statisticamente
significative tra il consumo di pesce riferito @alionne ed i punteggi compositi ottenuti dai
bambini nella Scala del Linguaggi®=0.5426, p=0.0447), nella Scala Socio-Emozionale
(B=1.4589, p=0.0134) e nella Scala del Comportamémiattivo (3=1.1384, p=0.0150). Nel
modello statistico aggiustato per tutti i potenziattori di confondimento I'associazione con il
punteggio composito della Scala del Linguaggio nenrimasta significativa mentre
I'associazione con il punteggio composito dellal&&ocio-Emozionale e rimasta significativa
nel modello statistico contenente la concentrazion&@Hg misurata nel sangue del cordone
(B=1.8425, p=0.0284).

Il modello di analisi univariata non ha evidenziassociazioni tra i punteggi compositi
ottenuti al BSID Il e la concentrazione di PUFAY8surata nei campioni di siero materno, con
I'eccezione di un’unica associazione positiva aliteé della significativita tra la percentuale di
ALA ed il punteggio composito relativo alla Scaladbitiva (beta=1.6551, p=0.0681), il cui
verso e la cui forza sono rimasti invariati ancle¢ modello aggiustato per tutti i potenziali
fattori confondenti (beta=1.4084 e p=0.1685 nel atlodstatistico contenente la concentrazione
di THg misurata nei campioni di capelli; beta=1.828 p=0.1186 nel modello statistico
contenente la concentrazione di THg misurata nejsadel cordone).

Nel modello aggiustato per tutti i possibili faitoconfondenti & stata evidenziata

un’associazione positiva tra il punteggio composiativo alla Scala del Linguaggio e le
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concentrazioni di THg misurate nei capelli e nehgiee del cordone (rispettivamente
beta=1.5894, p=0.1193 e beta=1.4689, p=0.2288).

In Tabella 13 viene mostrato come, quando le cargeioni di PUFA’s vengono incluse nel
modello statistico come concentrazioni assolutssmea delle associazioni rilevate raggiunge la
significativita statistica.

Un’associazione inversa € emersa tra il rapport&A°t) omega-6 totali/PUFA’'s omega-3
totali ed il punteggio composito ottenuto nellal&ael Linguaggio (p=0.0707).

Nelle analisi stratificate per il sesso dei bambiom sono emerse differenze significative tra i
maschi e le femmine.

Dal modello statistico multivariato il QI maternaisultato consistentemente associato con i
punteggi compositi ottenuti dai bambini nelle scdilevalutazione Cognitiva, del Linguaggio,
Motoria e Socio-Emozionale (beta=0.0710, 0.0698524 e 0.1891 rispettivamente, con valori
di p=0.0527, 0.0569, 0.0450 e 0.0219 rispettivagleniNon sono emerse associazioni
significative con il punteggio composito relatiitaeScala del Comportamento Adattivo (beta=-
0.0082, p=0.9010).

Le bambine hanno ottenuto punteggi migliori rispedi bambini nella Scala Cognitiva
(beta=1.3999, p=0.0628), nella Scala del Linguagdpeta=4.7544, p<0.0001), nella Scala
Socio-Emozionale (beta=6.8962, p<0.0001) e nellalesSalel Comportamento Adattivo
(beta=5.4241, p<0.0001); le differenze tra maschiemmine relativamente al punteggio
composito della Scala Motoria non erano signifiea(beta=0.7158, p=0.1819).

La durata del consumo di pesce fresco da parte bdenbini e risultata associata
positivamente con i punteggi compositi ottenutian&cala Cognitiva (beta=0.2002, p=0.0346)
e nella Scala del Comportamento Adattivo (beta=150p=0.0037); non sono emerse
associazioni con i punteggi ottenuti nella ScalalLideguaggio (beta=0.0944, p=0.3168), nella
Scala Motoria (beta=-0.0007, p=0.9913) e nella &c8bcio-Emozionale (beta=0.3281,
p=0.1327).
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Tabella 13 Misure di associazione aggiustate tra i punteggnpositi ottenuti dai bambini nelle cinque scalealutazione del BSID Ill e le concentrazioni ds$® di PUFA'’s

(mg/ml) misurate nei campioni di siero venoso madeturante la gravidanza.

BSID Il Punteggio composito Scala Punetggio composito Scala de Punteggio composito Scala Punteggio composito Scala Punteggio composito Scala de
Cognitiva Linguaggio Motoria Socio-Emozionale Comportamento Adattivo
Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello | Modello
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta beta
(p) () () () () () () () () () () () () () ()
Omega 3
C18:3 56.8287 76.7142 -25.6522 22.3358 -99.1767
ALA (0.3533) i i (0.2095) i i (0.5565) i i (0.8719) i i (0.3547) i i
C20:5 0.0734 8.9996 -7.9093 -0.2595 17.5969
EPA (0.9946) i i (0.4064) i i (0.3069) i i (0.9917) i i (0.3781) i i
C22:5 -58.267& -19.553€ -46.711€ -44.9412 -36.28732
DPA (0.2780) i i (0.7152) i i (0.2224) i i (0.1820) i i (0.6129) i i
C22:6 10.6137 12.1836 7.2911 -45.452¢ 31.0207
DHA (0.4935) i i (0.4310) i i (0.5092) i i (0.1820) i i (0.2562) i i
Omega 3 3.0549 10.1456 -4.1162 -18.1834 13.0968
totali i (0.6607) i i (0.1441) i i (0.4064) i i (0.2460) i i (0.3022) i
Omega 6
C18:2 0.9615 -3.2557 0.9968 -6.9937 -1.4397
LA (0.6896) i i (0.1759) i i (0.5613) i i (0.2053) i i (0.7427) i i
C20:4 0.5338 -5.7276 1.5919 3.0915 -16.2127
ARA (0.9497) i i (0.2095) ) ) (0.7917) ) ) (0.8708) i i (0.2914) i i
Omega 6 1.6888 -2.8919 1.3348 -7.2464 -3.7132
totali i (0.4245) i i (0.1705) i i (0.3755) i i (0.1278) i i (0.3288) i
Omega 6
totali/ 0.0574 -0.4481 0.0892 -0.3306 -0.5027
Omega 3 i i (0.8174) i i (0.0707) i i (0.6143) i i (0.5492) i i (0.1698)
totali

Modello 1: Modello di regressione lineare contenente le cotmagioni di ALA, EPA, DPA, DHA, LA e ARA (mg/ml)il logaritmo della concentrazione di THg nei canmpidi

capelli materni (ng/g), il consumo di pesce materhsesso del bambini, il peso dei bambini allaait, il QI materno, 'aumento di peso durantgri&vidanza, lo stato civile delle
madri al momento del parto, I'indice socio-econ@n{8ES), il numero di bambini presenti in casapihsumo di alcool in gravidanza, l'allattamentsexio, il consumo di pesce da

parte del bambino fino ai 18 mesi e la frequenkasilb nido fino ai 18 mesi.

Modello 2: Modello di regressione lineare contenente le cotmaeioni di PUFA’s omega 3 e omega 6 e le altréabdi sopra elencate.

Modello 3: Modello di regressione lineare contente il rapp&UFA’s omega-6 totali/PUFA’s omega-3 totali ele variabili sopra elencate.
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7. Discussione

Nello studio di coorte oggetto del presente dottoiaconsumo di pesce da parte delle donne
in gravidanza e stato moderato (in media 1.69 para settimana), molto piu basso rispetto al
consumo di pesce riferito dalle delle donne armagofeello studio di coorte delle Seychelles (12
pasti a base di pesce a settimana) (Myers et @r)20

Anche le concentrazioni di Hg misurate nei campiaioiogici delle mamme e dei bambini
considerati nello studio sono risultate piuttosésde (concentrazione media di THg nei capelli
materni pari a 1061 ng/g, con dieci soggetti aveontnicentrazioni di THg >4000 ng/g e tre
soggetti aventi concentrazioni di THg >6000 ng/tgnto che nell'ambito di valori di
concentrazione cosi moderati non esistono evidehed'esposizione prenatale al Hg attraverso
I'alimentazione materna possa determinare effetesi sullo sviluppo neurologico dei bambini.

Le concentrazioni di THg misurate nei capelli maitesono risultate associate con le
concentrazioni di THg misurate nei campioni di ssgvenoso (r=0.75, p<0.0001); le
associazioni rilevate tra il THg misurato nel samgenoso e il THg misurato nel sangue del
cordone (r=0.69, p<0.0001) e le associazioni rievea le concentrazioni di THg nei capelli
materni e il THg misurato nel sangue del cordor®.G5; p<0.0001) sono risultate moderate ma
statisticamente significative.

In questo studio le concentrazione di MeHg sonaestmisurate solamente su un
sottocampione della coorte, selezionato tra le darme avevano presentato le concentrazioni di
THg piu elevate nei campioni di capelli. I MeHg i composto fortemente tossico e
biodisponibile e una volta assorbito dai produtfmrmari tende a bioaccumularsi nel passaggio
attraverso la catena alimentare acquatica concelusa nei tessuti dei consumatori all’apice
della catena stessa. | grandi pesci carnivori ttastiono la fonte piu importante di introduzione
di MeHg nell'organismo umano. Questo biomarker ltéss@ssere la piu appropriata misura di
esposizione tra gli individui la cui dieta compranahche il consumo di pesce e per i quali si
possano escludere esposizioni occupazionali o anahiella forma inorganica ed elementare
del Hg come nel nostro caso. Come previsto le @&zoai rilevate tra le concentrazioni di THg
e MeHg misurate nei campioni di capelli, sangueogene sangue del cordone sono state tutte
elevate e altamente significative (capelli: r=0.8%0.0001; sangue venoso: r=0.92, p<0.0001;
sangue del cordone: r=0.97, p<0.0001). L'assoamzitlevata tra le concentrazioni di THg e

MeHg misurate nei campioni di latte é stata modemaa significativa (r=0.67, p<0.0001).
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Nelle donne per le quali erano disponibili le mesdi concentrazione del MeHg, il rapporto
MeHg/THg é stato molto elevato (mediana pari a ®&9campioni di capelli e nei campioni di
sangue venoso e a 0.90 nei campioni di sangueaddbre). Questo ci fa ritenere che nelle
donne della nostra coorte la maggior parte del d$3d presente nella forma metilata e che la
concentrazione di THg possa essere consideratabuomna variabile proxy per stimare la
concentrazione di MeHg. Solamente nei campioniattel il rapporto MeHg/THg é stato piu
basso (mediana pari a 0.60); questo & dovuto tal ¢ae il MeHg viene escreto solo in minima
quantita nel latte materno. Infatti sia il MeHg dhéHg vengono trasportati dal plasma al latte
legati alle albumine sieriche e il IHg anche legatie caseine (Sundberg et al. 1999).
L'escrezione del Hg nel latte e inoltre influenzdtdla concentrazione nel plasma materno: circa
il 65% del IHg e solo il 10% del MeHg contenuti s@ingue intero si trovano nel plasma e sono
quindi disponibili all'escrezione nel latte (Kershat al. 1980).

Relativamente ai campioni biologici considerati [gedeterminazione della concentrazione di
Hg, tutte le correlazioni tra le concentrazionifédg ed i punteggi compositi ottenuti dai bambini
nelle cinque scale di valutazione del BSID Ill, gorisultate non significative in seguito
all'aggiustamento per i diversi potenziali fattoonfondenti considerati; & stata rilevata un'unica
associazione positiva al limite della significativicon il punteggio della Scala Socio-
Emozionale, che risultava solo quando venivano idenste le concentrazioni di THg nei
campioni di capelli materni e nel sangue del coedamentre non risultava quando venivano
considerate le concentrazioni di THg nei campiorsiashgue venoso, di urina e di latte.

Nella nostra coorte le associazioni tra i punteggenuti dai bambini al BSID Il e le
concentrazioni di MeHg misurate nei campioni biadogono state calcolate solamente per un
ristretto gruppo di soggetti, non per forza rapenestivi dell'intera coorte. | risultati ottenuti
sono stati in linea con quelli ottenuti conside@ithtera coorte ed utilizzando le misure di
concentrazione di THg e non hanno rilevato eftattiersi del Hg sul neurosviluppo dei bambini.

Tralasciando i risultati relativi al punteggio coosifo della Scala Socio-Emozionale
comunque la coerenza dei risultati ottenuti coiveigi campioni biologici considerati indica che
essi non sono correlati alla scelta del mezzo Witazione dell’esposizione;

Nello studio di coorte delle Seychelles una potsilspiegazione all’inconsistenza delle
associazioni rilevate tra I'esposizione al MeHgaattrso il consumo di pesce e lo sviluppo
neurologico dei bambini fu il confondimento residdmvuto alla presenza di alcune variabili che
non vennero prese in considerazione nel corso dalidio, molto probabilmente alcuni fattori

nutrizionali presenti nel pesce (Myers et al. 200N¢l nostro studio abbiamo rilevato delle
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variazioni estremamente piccole tra la stima grelegli effetti delle concentrazioni di THg sui
punteggi ottenuti al BSID Il e la stima aggiustatdla base del consumo di pesce riferito dalle
donne e delle concentrazioni di PUFA’s misurateaagnpioni di siero venoso materno durante
la gravidanza. Tutto cio suggerisce che nella agstipolazione, caratterizzata da un moderato
consumo di pesce, gli effetti del Hg sul neurogyjilo non sono stati nascosti o alterati dallo
stato nutrizionale.

Dal modello statistico aggiustato per tutti i patiati fattori confondenti non € emersa alcuna
associazione tra il consumo di pesce riferito dadlene ed il neurosviluppo dei bambini, mentre
€ emersa un'associazione molto bassa tra il conglinp@sce e le concentrazioni di PUFA’s
misurate nei campioni di siero venoso materno darkngravidanza. Alla base di questi risultati
ci possono essere motivi diversi: i consumi di pedgrante la gravidanza possono essere stati
riportati nei questionari in maniera imprecisa; W essere stati commessi degli errori nella
stima del numero di porzioni di pesce consumatensmtalmente sulla base delle categorie di
frequenza di consumo presenti nei questionariesicg reperibile sul mercato dell'area di studio
potrebbe non aver contenuto grandi concentrazioRIUWFA'S e di altri nutrienti benefici oppure
il consumo di pesce da parte delle donne conseleralla nostra coorte potrebbe essere stato
cosi basso da non costituire la principale fonteldiFA's.

L'accumulo di Pufa's nei tessuti fetali aumentaoaspzialmente con il progredire della
gravidanza; in particolare, durante le ultime disettimane di gestazione, si assiste ad un
trasferimento selettivo da parte della placentalduni tra i piu importanti PUFA's soprattutto
ARA e DHA e diversi studi hanno evidenziato comé sengue del cordone siano misurabili
concentrazioni di DHA superiori rispetto a quellesuanabili nel sangue materno (Haggarty 2010;
Larque et al. 2011). Il DHA e indispensabile pectiescita del feto che durante 'ultimo trimestre
di gravidanza € in grado di incamerare fino a & dnDHA al giorno.17. Diversi studi hanno
inoltre dimostrato come a un’insufficiente dispaliié fetale di DHA possano corrispondere
disturbi nervosi, psicomotori e dello sviluppo ciiyo nella prima infanzia. (14-16).

Questo conferma I'importanza di un adeguato appdir@HA al feto, che, nellimpossibilita
di sintetizzarlo autonomamente, ne viene dotatmisura congrua grazie all’amplificazione del
trasporto da parte della placenta. Questo trasémtinselettivo da parte della placenta, i cui
meccanismi non sono ancora stati del tutto chigsitirebbe essere alla base delle differenze
rilevate tra le distribuzioni di PUFA's nel sangmaterno e nell'alimentazione delle donne
arruolate (Haggarty 2010). Ulteriori studi e la anazione delle concentrazioni di PUFA's nei

pesci reperibili nell'area di studioermetteranno di chiarire maggiormente i risulbétnuti.
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Al contrario di quello che ci aspettavamo, le coriazioni di PUFA’s misurate nel siero
materno durante la gravidanza sono risultate selemente associate al neurosviluppo dei
bambini; associazioni al limite della significat&visono state rilevate tra le concentrazioni di
ALA (associazione positiva) e il rapporto PUFA’s ega 3 totali/PUFA’s omega 6 total
(associazione inversa) ed il punteggio composittive alla Scala del Linguaggio.

Nello studio di coorte delle Seychelles era stidg¢@ata un’associazione inversa tra il rapporto
PUFA’s omega 3 totali/PUFA’s omega 6 totali e llicel di sviluppo psicomotorio del BSID II;
nella coorte delle Seychelles inoltre non era dedasrilevata alcuna associazione tra la
concentrazione di PUFA’'s e lindice di sviluppo nede del BSID Il mentre era stata
evidenziata un’associazione positiva tra l'indi¢ceswluppo psicomotorio e la concentrazione di
PUFA’s omega 3 all’eta di 9 e 30 mesi (Stokes-Retaal. 2010; Strain et al. 2008).

Nel nostro studio lo sviluppo neurologico dei baml® stato valutato all’eta di 18 mesi
tuttavia & possibile che gli effetti benefici daJPA’s trasferiti dalla madre al feto attraverso la
placenta siano transitori ed altre fonti di PUFABssano diventare importanti man mano che il
bambino cresce. Quest’ipotesi potrebbe spieganeotivo per cui abbiamo trovato solamente
una lieve associazione tra le concentrazioni di EEd il neurosviluppo dei bambini.

Negli ultimi anni sono stati effettuati diversi dtuper valutare se la supplementazione di
PUFA's al latte artificiale oppure alle donne chanso allattando sia in grado di migliorare lo
sviluppo neurocognitivo dei bambini nati a terminasultati di questi studi non hanno portato a
risultati univoci (Simmer et al. 2008; Delgado-Nega et al. 2010). Nella nostra coorte la durata
del consumo di pesce da parte dei bambini e risuitssere maggiormente associata ai punteggi
ottenuti dai bambini nella Scala Cognitiva del BSIDrispetto alle sostanze nutrienti ricevute
durante la vita intrauterina.

Un altra possibile ragione alla base della mancalzssociazione tra la concentrazione di
PUFA’s nei campioni materni e lo sviluppo neurotmgdei bambini potrebbe essere che, nelle
ultime settimane di gestazione in corrispondendantiessimo accumulo di grassi nei tessulti
fetali, i depositi di grasso materni sono in gratl@ssicurare al feto un bilanciato ed adeguato
apporto di PUFA’s specifici (soprattutto DHA e ARA) questo modo il feto viene protetto da
eventuali carenze della dieta materna durante kvidgnza e indipendentemente dalla
composizione di PUFA's presente nel sangue deltirergli viene garantito il corretto apporto di
nutrienti essenziali. | PUFA's immagazzinati nekst#o adiposo fetale costituiranno un

importante riserva durante i primi mesi di vita jpagale (Haggarty 2010).
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Delle numerose variabili addizionali consideratequesto studio, solamente poche sono
risultate associate con i punteggi ottenuti dai liamal BSID lIl. Il QI materno é risultato
strettamente associato ai punteggi ottenuti daibi@imelle scale di valutazione Cognitiva, del
Linguaggio e Motoria mentre il consumo di pescesdee da parte dei bambini e risultato
associato ad un migliore sviluppo cognitivo. Conig \gsto in altri studi, le bambine hanno
ottenuto migliori punteggi rispetto ai bambini telamente alla Scala del Linguaggio
(Auestand et al. 2003; Reilly et al. 2010).

Il livello di neurosviluppo dei bambini della nostcoorte inoltre e risultato piu elevato
relativamente all’ambito cognitivo rispetto a qoetlel linguaggio. Questo potrebbe dipendere
dal fatto che il BSID Ill e stato validato su unapplazione di bambini statunitensi in cui lo
sviluppo del linguaggio potrebbe avere dei temffedanti.

In questo studio siamo stati in grado di contrellaolo parzialmente i possibili fattori
confondenti legati allambiente sociale dei bambiNella nostra coorte infatti I'ambiente
domestico e gli stimoli ricevuti dai bambini nelntesto famigliare sono ancora in corso di
valutazione attraverso I'AIRE, uno strumento dimesadell'ambiente famigliareslaborato da
Capotorti et al. (1987) basato sul modello dellandaqHome Observation for Measurement of
the Environment) (Frankeburg and Coons 1986). Qualad valutazione sara completata,
includendo nelle analisi anche queste importaritrmazioni relative allambiente domestico,
saremo in grado di ridurre la quantita di confonelio residuo e di comprendere maggiormente
I'ampia variabilita rilevata nei punteggi ottendii bambini al BSID Ill. Nonostante il grande
numero di potenziali fattori confondenti inserigirmodelli di analisi considerati infatti siamo
stati in grado di spiegare solamente una piccolta fdella variabilita rilevata nei punteggi
ottenuti dai bambini; tutto cio indica che lo swho neurologico dei bambini nella nostra societa
€ un processo estremenete articolato ed influemaaton gran numero di variabili.

In questo studio e stata considerata I'esposizime@atale a diversi elementi oltre al Hg;
tuttavia non é stata considerata I'esposizioneGB’B attraverso il consumo di pesce e di altri
alimenti. La determinazione delle concentrazioni RILB’'s nei campioni biologici di un
sottocampione della nostra coorte e nei pesci it@parell’area di studio ci permetteranno di
chiarire se I'esposizone a questi contaminantigasstituire un rischio per la popolazione in
esame.

Infine, il nostro studio ha identificato alcuni tiat in grado di influenzare lo sviluppo
neurologico dei bambini, ad esempio il QI materhattavia, potrebbe essere che il nostro studio

non avesse sufficiente potere statistico per meegi effetti del Hg nel caso questi fossero molto

82



leggeri. La nostra coorte italiana infatti € natane parte integrante di un ampio studio di coorte
internazionale coinvolgente quattro diversi paetiMediterraneo e la numerosita del campione
di soggetti da arruolare per raggiungere una patstetistica tale da rivelare effetti del Hg anche

modesti era stata calcolata sull'insieme dei qogtéesi partecipanti.
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8. Conclusioni

Nella coorte analizzata I'esposizione prenatalel@lé stata bassa e nell'ambito di valori di
concentrazione cosi moderati non sono stati evidgreffetti avversi sullo sviluppo neurologico
dei bambini esaminati. In questo studio di coolt®li materno, il sesso dei bambini ed |l
consumo di pesce da parte dei bambini fino ai 18I s@no risultati essere i principali fattori in
grado di influenzare i risultati ottenuti dai bambal BSID llI, sottolineando in questo modo
'importanza e l'influenza dell’ambiente famigliasell neurosviluppo.

Come sottolineato da Tamburlini e Barbone (200&),garantire |'effettiva promozione dello
sviluppo neurologico dei bambini, & necessario ehe gli studi effettuati in questo ambito
abbiano un approccio multidimensionale e prendano considerazione tutti 1 fattori
potenzialmente in grado di influenzare lo svilupoirologico e psicologico dei bambini.

Nella nostra coorte ulteriori analisi, compresacdfaisizione di maggiori e dettagliate
informazioni relative ad altri aspetti della viteeidsoggetti esaminati, quali ad esempio
'ambiente sociale domestico e gli stimoli ricevidai bambini nel contesto famigliare,
contribuiranno a spiegare una maggiore proporzideka variabilita rilevata nei punteggi
ottenuti al BSID Ill e ci permetteranno di compreral meglio il neurosviluppo nella nostra

popolazione.
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Progetto PHIME

Questionario breve per le madri

PHIME PATIENT ID |||

CODICE FISCALE 0 o |

MADRE

Q1 Nome e Cognome

Q2 Data di nascita I T T A I

Q3 Luogo di nascita (citta e nazione)

(@ 7 3 1o o [T 7o IS TR
Q5 Numero ditelefono  ........cooiiiiiiiiiiiinnn..

Q6 Da quale anno risiede in Friuli-Venezia Giulia? |
Q7 Pensa che si trasferira fuori regione nei pross  imi due anni? 1.SI' 2. NO
Q8 Attivita lavorativa svolta nell’ultimo annO ...
Q9 Scolarita (anni di scuola) |
Q10 Numero di figli .
Q11 Data di nascita del figlio piu giovane b e
ggmm aa
PADRE
QL2 NOME € COQNOIME ..ttt et et e et e e e et e e et et et et et e e eeae e aaas
Q13 Data di nascita Y Y Y I A I
ag mm aa

Q14 Attivita lavorativa svolta attualmente
Q15 Scolarita (anni di scuola) ]
Q16 Data presunta del parto Y Y I A I

ag mm aa
Q17 Durante la gravidanza ha avuto problemi? 1.SI' 2. NO
QL8 SE SI, QUAL 2 ettt e e e e
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Q19 Durante la gravidanza e stata curata per qualch e malattia? 1.SI' 2. NO

Q20 Se si, per quali Malatli® 2 ....oiiii e e e e e
Q21 Peso prima della gravidanza (kg) .

Q22 Altezza (cm) | |||

Q23 Abitudine al fumo

fumava prima della gravidanza ? 1.SI' 2. NO

fuma attualmente? 1.SI' 2. NO

(solo per chi attualmente fuma)

Q24 Quante sigarette fuma al giorno ? .

Q25 Con quale frequenza consuma i seguenti alimenti e bevande ? (segnare per ciascuno la frequenza
corrispondente)

FREQUENZA
Mai Meno di 1-3 1 2 3 4 5 6 Almeno
Alimenti e bevande una |volteal | volta volte volte volte volte volte | 1 volta
volta al mese |alla sett |alla sett |alla sett |alla sett |alla sett |alla sett al
mese giorno
Verdure* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
(1 porzione)
Latte e.derlvatl 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10
(1 porzione)
Uova (uno) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Carne
(1 porzione, 1500) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pesce fresco
(1 porzione, 150q) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pesce surgelato
(1 porzione, 150g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pesce in scatola
(1 scatoletta, 80g) L 2 3 4 5 6 ! 8 9 10
1 VAN
Bevande alcoliche 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10
(1 porzione)

* Verdure: si intendono tutti le verdure eccetto le patate
°Latte e derivati: 1 porzione = 1 yogurt oppure 1 fetta di formaggio (100g) oppure 1 tazza o 1 bicchiere di latte (200g)
~ Bevande alcoliche: 1 porzione = 1 bicchiere di vino (125ml) oppure 1 lattina di birra oppure 1 bicchierino di superalcolico (30ml)

Q26 Consumo di bevande alcoliche
Prima della gravidanza 1.SI' 2. NO
Attualmente 1.SI' 2. NO
Q27 Il Suo consumo di bevande alcoliche si concentr  a in alcuni giorni della settimana? 1.SI' 2. NO
Q28 Se si, in quanti giorni alla settimana  ? 12345
Q29 Nell'ultimo anno ha abitato in un luogo diverso dalla Sua attuale abitazione? 1.SI' 2. NO
Q30 Per quanto tempo? 1. numero di settimane |||
2.numerodimesi|__| |

L0 2 3 I I 0 Y VPPN

Q32 Data del prelievo di capelli Y T T I
gg mm aa

L0 1 3 o o [ P
Q34 Determinazione analitica
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Hgtot |

Q35 Data della determinazione I Y Y I
gg mm aa
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PHIME UDINE

QUESTIONARIO DETTAGLIATO PER LE MADRI
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ISTRUZIONI PER LA COMPILAZIONE

L'obiettivo di questo studio é rilevare la storia residenziale, lavorativa e le abitudini alimentari
delle donne DURANTE la gravidanza.

I/ guestionario prevede diverse sezioni, dove si raccolgono informazioni di tipo anagrafico,
residenziale e lavorativo, e le abitudini alimentari: La preghiamo di compilare queste sezioni
quanto pid possibile in modo chiaro e comprensibile, utilizzando la scrittura per esteso quando
espressamente richiesto e tralasciando la compilazione dei campi segnalati con un asterisco (*).
Tutti i dati saranno trattati a solo scopo scientifico e secondo la legge sulla privacy (D.Lgs n.196,
30 giugno 2003)

La parte alimentare del questionario é composta da una prima serie di domande riguardant/
alcune caratteristiche generali delle Sue abitudini alimentari, a cui seque una lista di domande
preimpostate che si riferiscono alla frequenza con cui ha consumato abitualmente una porzione
degli alimenti elencati.

Con ‘consumo abituale” si intende tutto cio che Lei ha mangiato durante la gravidanza,
tralasciando tutte le volte che le Sue abitudini hanno subito delle variazioni temporanee, di
durata non superiore a una settimana a causa di particolari situazioni quali ad esempio malattie,
viaggi, malesseri passeggeri non legati alla gravidanza. La preghiamo percio di fare riferimento
alla Sua alimentazione escludendo tali periodi. E necessario scegliere per ciascuna la frequenza
di consumo pitl corretta, quella cioé che meglio descrive le Sue abitudini.

Le porzioni che vede riportate sono riferite alle porzioni medie abituali italiane per un adulto: ne/
caso in cui la Sua porzione abituale fosse molto superiore o molto inferiore a quelle indicate,
indichi la frequenza e segnali per favore a matita in corrispondenza della domanda la quantita da
Ler effettivamente consumata e lo segnali allincaricata alla raccolta del guestionario

Per rispondere deve mettere una crocetta, o una barra, (UNA SOLA) nella casella
corrispondente alle Sue abitudini, usando possibilmente una biro rossa, verde o blu. A parte
alcune eccezioni (indicate sul questionario) dovrd mettere UNA SOLA CROCETTA su ogni riga.

La preghiamo di rispondere a TUTTE /le domande, mettendo una crocetta sulla casella
corrispondente a MAI se non consuma /'alimento. Per alcuni alimenti é richiesta anche se
/alimento é prodotto in casa: con questa domanda intendiamo l'eventuale produzione in proprio
(campo, orto, allevamento allaperto o in stalla) di latte, frutta, verdura, pollame e uova, NON /la
loro preparazione a casa. Ad esempio, se si consuma pane o pizza fatti in casa con farina
acquistata al supermercato non si deve barrare la casella "prodotto in casa”, mentre se il pane o
la pizza vengono fatti con farina prodotta nel proprio campo si.

Prima di iniziare legga attentamente le varie categorie di frequenza e gli alimenti indicati nel
questionario e tenga poi conto del tempo che impieghera per la sua compilazione.

ECCO ALCUNI ESEMPIT
Domande di carattere generale

Indichi la sua risposta a ciascuna domanda facendo una croce sul numero ad essa corrispondente
oppure cerchiandone il numero.
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Esempio:
Sesso:
1. Maschio oppure 1. Maschio

X Femmina 2-femmina Q

Questionario alimentare

IN GENERALE, le frequenze di consumo degli alimenti devono essere intese come medie e
devono tener conto della porzione consumata.

- se una persona mangia un PIATTO DI PASTA o RISO AL POMODORO 3 volte alla settimana e
il consumo non varia durante i/ periodo considerato, la frequenza di consumo sara di 2-4 volte alla
settimana

- se una persona mangia un GELATO 1 volta al mese per tutto il periodo considerato, la frequenza
di consumo sara di 1-3 volte al mese

- se una persona mangia mediamente 1 FRITTATA, fatta con 1 uovo, 1 volta alla settimana, la
frequenza di consumo da indicare sara di 1 volta alla settimana.

- se una persona mangia invece 1 FRITTATA, fatta con 2 uwova, 1 volta alla settimana, la
frequenza di consumo da indicare sara di 2-4 volte alla settimana.

- se una persona mangia mediamente 2 PANINI al giorno, la frequenza di consumo da indicare
sara 2-3 volte al giorno.

FREQUENZA
ESE M Pl O . |meno di[1-3 voltell volta [2-4 volte [5-6 volte[l volta al [2-3 volte pif:tdi :I Anche prodot
[™ 11 v mesdal mese [a sett. |a sett. a sett. [giorno al giorno \g/(i)oric? In casa’
[Pasta o riso al pomodoro (] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 SI
[Gelato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Sr
[Uova fritte, frittata, omelettg] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 e
[Pane panind 1 2 3 4 5 7 7 8 9 SI

Nella sezione AL TRI ALIMENTI vanno inseriti, con il maggior dettaglio possibile, gli alimenti

consumati almeno una volta alla settimana che non compaiono nelle domande precendenti. Ad

esempio alcuni piatti regionali come gli gnocchi con le prugne, il frico, la brovada, i Cjarsons, la
Iota, etc. Altri alimenti tipici regionali quali la minestra d'orzo o orzotto possono essere
assimilati ad altri che presentano le stesse caratteristiche (orzotto = minestra di altri cereali).
In caso di dubbio inserire sempre /alimento nella sezione aperta.
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Universita degli Studi di Udine - Cattedra di Igiene ed Epidemiologia
STUDIO EPIDEMIOLOGICO SULLA SALUTE DELLA MADRE

E DEL NEONATO

Codice questionario 0

Data di inizio compilazione gg |_|_| mm |_|_| aaaa |_|_|_|_|

DATI ANAGRAFICI DELLA MADRE|

Cognome e nome

Domicilio: Vialpiazza n°
Comune|frazione ] I
Provincia S I
CAP |_I_I_I_I_I

Numero di telefono

Data di nascita: gg |_|_| mm |_|_| aaaa |_|_|_|_|

Luogo di nascita:

Comune|frazione N
Provincia I o
CAP |_|_|_|_l_I*

Nazione di nascita 0
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Stato civile:

1. coniugatalconvivente

2. vedova

3. separatal|divorziata

4. single|nubile| mai sposata

DATI ANTROPOMETRICT

Altezza (in cm) |_|_|_|

Peso (in kg) prima della gravidanza |_|_|_| al parto |_|_|_|

TITOLO DI STUDIO

nessuno

licenza elementare
licenza media
diploma superiore
laurea|laurea breve

O hwh =

OCCUPAZIONE|

Attualmente lei é:
1. occupata in maternitd|aspettativa
occupata lavoratrice
casalinga
alla ricerca di occupazione
studentessa
ritirata dal lavoro
altre condizioni (specificare)

NoohwN

I

Se ha lavorato durante la gravidanza, indichi per esteso la sua occupazione

I

e il settore O O o

A quale categoria appartiene ?
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Dirigenti|imprenditori

Professioni intellettuali, scientifiche e di elevata specializzazione
Professioni tecniche (compresi tutti gli insegnanti)
Impiegati

Commessi

Artigiani

Operai specializzati

. Operai non specializzati

Forze armate

10. Agricoltori|allevatori

11. Pescatore

WONOOOAWN =

Fino a che mese ha lavorato ? |_|
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IMARITO|CONVIVENTE|

Nazione di nascita

]

Titolo di studio

nessuno
licenza elementare
licenza media
diploma superiore
laurea | laurea breve

ObhwnN =

Attualmente é:

occupato in paternitdlin aspettativa
occupato lavoratore

casalingo

alla ricerca di occupazione
studente

ritirato dal lavoro

altre condizioni (specificare)

NoOobhwN=

Se lavorallavorava, indichi per esteso la sua occupazione

]

e il settore

]

A quale categoria appartiene ?

Dirigenti|imprenditori

Professioni intellettuali, scientifiche e di elevata specializzazione
Professioni tecniche (compresi tutti gli insegnanti)
Impiegati

Commessi

Artigiani

Operai specializzati

Operai non specializzati

Forze armate

10. Agricoltori|allevatori

11. Pescatore

WOeNGObhWwN =
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Altezza (in cm) |_|_|_|

Peso (in kg) |_|_I_|I
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CONDIZIONI DI VITA

La casa in cui Lei vive e:

di proprieta

in affitto

comodato d'uso gratuito (ospite)
vivo con i genitori|con i suoceri

HWN =

Quante camere da letto ci sono nella Sua casa? |_|
Qual & la superficie della Sua casa?

1. Meno di 50 m?

2. Trai 50 ed i 100 m?

3. Pit di 100 m?

Quante persone vivono nelle Sua casa (incluse Lei e Suo figlio|a)?

Adulti (maggiorenni) |_|
Bambini (minorenni) |_|

Nella Sua famiglia, quante automobili avete? (se nessuna scriva 0) |_|
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INFORMAZIONI SUL BAMBINO

Cognome e nome

Data di nascita: gg |_|_| mm |_|_|

Eta gestazionale alla nascita (in settimane):

Sesso
1. Maschio
2. Femmina

Peso alla nascita gr |_|_|_|_|
Lunghezza alla nascita cm |_|_|
Il parto e stato:

Spontaneo

Indotto con farmaci

Taglio cesareo programmato
Taglio cesareo d'urgenza
Con ventosa

Con rivolgimento

Con forcipe

Noobhwp#=

Dopo la nascita si sono verificate uno e piu delle seguenti condizioni?

aaaa |_|_|_|_|

SI | NO
Ittero 1 2
Infezioni 1 2
Difficolta respiratorie 1 2
Convulsioni 1 2

Dopo la nascita & stato necessario sottoporre Suo figliola a ricovero in ospedale?

1. Si
2. No
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Se SI, la preghiamo di indicare i dettagli relativi a ciascun ricovero in ospedale:

Eta

. . Motivo del ricovero
(in mesi)

Reparto ed ospedale

Trattamento

Escludendo i ricoveri in ospedale, Suo figlio|a ha avuto bisogno di trattamenti medici?

1. ST
2. NO

Se Si, la preghiamo di indicare i dettagli relativi a ciascun episodio:

Problema

Trattamento
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STATO DI SALUTE E STORIA GINECOLOGICA ED OSTETRICA

Quella attuale é la Sua prima gravidanza?

1. Si
2. No

Se no, quante gravidanze ha avuto precedentemente? |_|

In che anno si sono verificate e che esito hanno avuto?

Nato vivo con
Nato vivo a Nato vivo Nato vivo malformazioni Aborto
6ravidanza Anno Nato morto
termine sottopeso pretermine sindromi spontaneo
genetiche
1 |_|_|_|_| 1 2 3 4 5 6
2 NN 1 2 3 4 5 6
3 | 1 2 3 4 5 6
4 NN 1 2 3 4 5 6
5 RN 1 2 3 4 5 6
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Qual é l'attuale stato di salute di:

Padre del 1. vivo in buono stato di salute
bambino 2. vivo con malattia:
3. deceduto: causa
Etd al decesso: anni |_ ||
Altri bambini (escluso il bambino partecipante all'indagine)
Bambino 1 |1. vivo in buono stato di salute
2. vivo con malattia:
3. deceduto: causa
Etd al decesso anni || |
Bambino 2 |1. vivo in buono stato di salute
2. vivo con malattia:
3. deceduto: causa
Etd al decesso: anni |||
Bambino 3 |1. vivo in buono stato di salute
2. vivo con malattia:
3. deceduto: causa
Etd al decesso: anni |_ ||
Bambino 4 |1. vivo in buono stato di salute
2. vivo con malattia:
3. deceduto: causa

Etd al decesso: anni |||
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Prima o durante la gravidanza ha sofferto di:

: . : : Si, solo prima della Si, sia prima che
No, mai Si, solo in gravidanza : ,
gravidanza durante la gravidanza
Diabete 1 2 3 4
Asma 1 2 4
Allergia 1 2 3 4
Epilessia 1 2 3 4
Ipertensione (pressione alta) 1 2 3 4
Vomito 1 2 3 4
Ipotiroidismo 1 2 3 4
Ipertiroidismo 1 2 3 4
Lupus 1 2 3 4
Malattie reumatologiche 1 2 3 4
Infezioni urinarie 1 2 3 4
Infezioni 1 2 3 4
Febbre 1 2 3 4
Convulsioni 1 2 3 4
Anemia 1 2 3 4
Malattie cardiovascolari 1 2 3 4
Malattie neurologiche 1 2 3 4
Malattie genetiche 1 2 3 4
Tumori 1 2 3 4
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Ha assunto farmaci - con regolarita - durante la gravidanza?

1. Si
2. No

Se si, quali?

Nome commerciale Per quale motivo? dal mese al mese volte al giorno

Quante visite di controllo ginecologiche-ostetriche ha fatto durante la gravidanza? |_|_|
Quante ecografie ha fatto durante la gravidanza? |_|_|

Durante la gravidanza ha fatto visite dentistiche?
1. Si
2. No

Se si, le sono state praticate otturazioni dentarie?
1. Si
2. No
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Quante otturazioni ha?

O hwh =

meno di 3

.da3ab

da6a9
10 o piu
non so
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FUMO|

Lei & fumatrice?

1.

No, non ho mai fumato

2. Si, fumo

3. Ex-fumatrice: fumavo, ma ho smesso prima dell'ultima gravidanza
4.
5

Ex-fumatrice: fumavo, ma ho smesso durante I'ultima gravidanza al |_| mese
Ex-fumatrice: fumavo, ma ho smesso dopo I'ultima gravidanza

Se fuma o fumava, a che eta ha iniziato? |_|_|

Quanto fumal|fumava mediamente al giorno?

Prima di
y tas In questa
quest'ultima . Adesso
. gravidanza
gravidanza
Sigarette |_|_| |_|_| |__|
Sigari |_I_| |_I_| |_I_|
Pipa |_I_| |_I_| |_I_|
Se & un'ex-fumatrice, a che eta ha smesso di fumare? |_|_|
Si identifica con una o piu delle seguenti situazioni?
P . . L] .
rima di c.,uest ultima In q.uesta Adesso
gravidanza gravidanza
Convivo con fumatori S S Si
Lavoro in un ambiente in cui Si si si
fumano molte persone
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Allattamento

Com'é stato allattato fino ad ora il Suo bambino, considerando ciascuna settimana ?

Tipo di allattamento Sett. 1 | Sett. 2 | Sett. 3 | Sett. 4 | Sett. 5 | Sett. 6
ALLATTAMENTO ESCLUSIVO
Latte materno direttamente dal seno o estratto manualmente
(“tiralatte"), gocce o sciroppi medicinali (vitamine, minerali e 1 1 1 1 1 1
farmaci) e nient'altro
ALLATTAMENTO PREDOMINANTE
Latte materno direttamente dal seno o estratto manualmente
(“tiralatte"), gocce o sciroppi medicinali (vitamine, minerali e
: . C e ) 2 2 2 2 2 2
farmaci) con aggiunta di liquidi non nutritivi (acqua semplice o
zuccherata, bevande acquose come té, camomilla, tisane, infusioni,
soluzioni per reidratazione orale)
ALLATTAMENTO PARZIALE
Latte materno direttamente dal seno o estratto manualmente
("tiralatte"), gocce o sciroppi medicinali (vitamine, minerali e 3 3 3 3 3 3
farmaci) con aggiunta di alimenti nutritivi liquidi (latti liquidi o in
polvere)
ALLATTAMENTO ARTIFICIALE 4 4 4 4 4 4

Alimentazione senza latte materno
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CARATTERISTICHE GENERALI DELLE ABITUDINI ALIMENTARI

Durante la gravidanza Le é capitato di mangiare diversamente dal solito per un periodo?

1. Si
2. No

Se si, per quale motivo (estraneo alla gravidanza) ?
1. ho cambiato lavoro

2. seguivo una dieta particolare (specificare il motivo della dieta ..o e )

3. ero malata

4. QIE0, SPECITICANE ...ttt bbbt st s s e b s s s s s s b s A s s s s e st s e s b s b bbb nsn s s st b ensnsessnssns

Se si, per quale motivo (collegato alla gravidanza) ?

1. nausea
2. vomito
3. mal di stomaco|acidita di stomaco
4. QIT1O, SPECITICAME. ..ottt bbbt s e s s s s s s s s e s s b b s s s s b b s s s s s et e s s sesensnsesansnsns
Menodi | . 2-4 5-6 7-8 9-10 | 11-12 | pid di
Mai 1 volta a seft. volte volte volte volte volte a | 12 volte
a sett. a sett. | a sett. | a sett. a sett. sett. a sett.
Con quale frequenza consuma il pranzo o la cena fuori
casa? (ad es. al lavoro, in mensa, al bar, al ristorante, in casa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

di altri, ecc.)
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In gravidanza ha usato integratori vitaminici elo minerali o altre supplementazioni?

1. Si
2. No
Uso regolare (indichi la dose
Se Si, indichi il Uso non | 9iornaliera in numero compresse o Per quanti mesi I'ha preso?
nom.e. esatto regolare gocce o mL)
dell'integratore
Compresse Gocce mL <1 mese 1-3mesi | 4-6 mesi | 7-9 mesi | Non lo so
Si |_I_| |_I_| |_I_| 1 2 3 4 5
Si |_I_| |_I_| |_I_| 1 2 3 4 5
Si ||| ||| ||| 1 2 3 4 5
Si |_I_| |_I_| |_I_| 1 2 3 4 5

Nei 3 mesi precedenti la gravidanza ha assunto acido folico (folati)?

1. Si
2. No
Uso regolare (indichi la dose giornaliera in
Periodo Se Si, md:?hl il nome esatto Uso non numero compresse o gocce o mL)
dell'integratore regolare
Compresse Gocce mL
3 mesi prima della gravidanza Si I_I_| |_|_| |_I_|
2 mesi prima della gravidanza Si I_I_| |_|_| |_I_|
1 mese prima della gravidanza Si |__| |_I_| |_I_|
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Quali oli e|o grassi usava Olio di
di solito per le seguenti Olio di | Olio di oliva | Olio di | girasole, | Olio di Olio di Burro | Margarina | Margarina bePs(::?;‘:\lell Lardo o
preparazioni (anche piu di oliva extravergine | sansa di mais o | arachide | semi vari spalmabile | in panetto a strutto
un 7../;00)_, di soia
Non ne uso Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Sul pane Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per condire la verdura cruda Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per condire la verdure cotta . . . . . N N N 5 o o
. Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si

o per cucinare la verdura
Per cucinare la carne Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per cucinare il pesce Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per friggere Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per condire la pasta o il riso Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Per cucinare il sugo per la . . . . . . N N \ \ \

0 gop Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
pasta o il riso
Per preparare i dolci Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Non lo so Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Saprebbe dire quanto olio di oliva vergine o extravergine Non ne Me:: di 1-3 4-6 Piu i 6 |\ Pr;’;i’;: .
man.glav.a al giorno, sua‘ cotto che crjudo. '6'0/75/0’6/"/ tuttiipiatts | consumavo | . .| cucchiai | cucchiai | cucchiai casa?
cucinati, le verdure, le insalate, e /'olio aggiunto al momento (es.
su minestre, verdure, sul pane etc.). 1 2 3 4 5 6 Si
Saprebbe dire quante spezie|erbe mangiava ogni giorno? Non ne Me:: di 1-3 4-6 Pia’ di 6 |\ | o ;’;i’;: .
C'ons./a’er'/ fuff{ le spezie f/‘es.c'/le (es. p/‘ezz.emo/o, timo, origano, | consumavo | _ ... | cucchiai | cucchiai | cucchiai casa?
salvia, rosmarino, aneto, basilico, ecc.) aggiunte durante la
cottura o al tavolo (es. nellinsalata o in altri cibi crudi, ecc.) 1 2 3 4 5 6 Si
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Alcuni tipi di frutta possono venire consumati con o senza buccia. In quale modo consuma abitualmente i seguenti tipi di

frutta?
P .
Mela Pera Pesca escanoce, (nettarina), Albicocca Uva Fico
prugna
Con la buccia Si Si Si Si Si Si Si
Senza la buccia Si Si Si Si Si Si Si
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ABITUDINI ALIMENTARI

Anche
. di Pid di 3
BEVANDE CALDE - LATTE - DOLCIFICANTT | " [iiteal 3ol vite -4 vep-s vl 1wl ol 23wl ' prodot
mese giorno o In
casa?
Te' (1 tazza) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tisane, camomilla, te' deteinato, etc. (1 tazza) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Caffe (1 tazzina) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Caffé decaffeinato (1 tazzina) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Latte aggiunto nel caffé o nel te' (1 cucchiaino) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Cappuccino o Caffelatte (1 tazza) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cioccolata calda (1 tazza) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Latte di vacca, intero (1 tazzall bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Latte di vacca parz. scremato o scremato (1 tazzall bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Latte di capra (1 tazzal|l bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Latte di soia (1 tazzall bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Yogurt intero bianco o alla frutta (1 vasetto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Yogurt parz. scremato o scremato bianco o alla frutta (1 vasetto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Zucchero, aggiunto a bevande a altri cibi (1 cucchiaino)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dolcificanti artificiali (saccarina, aspartame, fr‘gﬁosio, ecc.) 1 5 3 4 5 6 7 8 9
(1 busting, 1 compressa)
Cioccolato in polvere (tipo nesquik) (1 cucchiaio) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Meno di

Pit di 3

Anche

TTI . 1-3 volte|1 volta|2-4 volte5-6 volte| 1 volta al [2-3 volte prodot
PANE - CEREALI - PRIMI PIA Mai 11 volta al al mese | a sett | a sett | a sett giorno |al giorno vo!fe al to in
mese giorno
casa?
Pane bianco (1 panino, 50g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pane, di tipo integrale (1 panino, 50g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Crackers (1 pacchetto), grissini (n. 5), fette biscottate (n. 3) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Crac.:kel‘"s (1 pac'che‘rfo), grissini (n. 5), fette biscottate (n. 3) 1 5 3 4 5 6 7 8 9
di tipo integrali
Cereali per la prima colazione (corn flakes, etc) ‘ 1 5 3 4 5 6 7 8 9
(1 porz, circa 30 g)

Pizza (1 al piatto o 1 trancio) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Polenta (1 fetta) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pasta o riso in bianco, risotto (1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pasta o riso al pomodoro (1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pasta o riso con ragu di carne (1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pasta o riso con verdure (broccoli, zucchini, etc.) (1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lasagna, cannelloni, tortellini, moussaka etc. di carne

(1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lasagna, cannelloni, tortellini, moussaka etc. di magro

(1 piatto) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Minestrina in brodo - anche con pasta e riso (1 piatto) 2 3 4 5 6 7 8 9
Minestrone di verdura, pasta e fagioli (1 piatto) 2 3 4 5 6 7 8 9
Minestre o altri primi piatti
con cereali tipo orzo, faro, miglio (1 piatto) 1 2 3 4 2 6 7 8 9
Formaggio grattuggiato, su primi asciutti e minestre 1 2 3 4 5 6 7 8 9

(1 cucchiaino)
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Anche

Meno di Pia di 3
TTI . 1-3 volte| 1 volta 2-4 volte5-6 volte 1 volta al 2-3 volte pr‘odof
SECONDI PIA Mai |1 volta al al mese | a sett | a sett | a sett giorno |al giorno vo!fe a {to in
mese giorno
casa?
Uovo sodo, in camicia, alla coque o crudo (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Uova fritte, frittata, omelette (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pollo o tacchino, poco condito o lesso (200 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pollo o tacchino arrosto, fritto o in umido (200 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Coniglio, preparato in qualsiasi modo (200 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Carne magra di manzo, vitello, cavallo
(roast beef, bistecca, lesso, filetto, carne tritata magra, etc) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(120g)

S.pezzahno‘(gulasch), brasato, polpette, cotolette, arrosto 1 5 3 4 5 6 7 8 9
di manzo, vitello o cavallo (150 g)
Carne di capra, preparata in qualsiasi modo (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Carne di maiale, preparata in qualsiasi modo (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Carne di aghello, preparata in qualsiasi modo (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fegato, di qualsiasi animale (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Altre frattaglie: cuore, cervello, rognone, trippa, ecc. (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Prosciutto crudo, bresaola, speck (4 fette) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Prosciutto cotto (4 fette) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Salame, mortadella, pancetta, etc. (50 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Salsicce, wirstel, cotechino, (Cevapcici, musetto, etc)

(3 fette, 120 g) 1 2 3 4 3 6 7 8 9
Selvaggina (cervo, fagiano, capriolo, etc) (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Meno di

Pit di 3

TTI . 1-3 volte| 1 volta 2-4 volte5-6 volte| 1 volta al [2-3 volte
SECONDI PIA Mai |1 volta ol al mese | a sett | a sett | a sett giorno |al giorno vo!fe a
mese giorno
Pesce: bollito, alla griglia, al forno (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Crostacei (aragosta, astice, gamberi, scampi, etc)
bolliti, alla griglia, al forno (150 g) L 2 3 4 2 6 7 8 9
Molluschi (polpo, calamari, vongole, cozze, etc)
bolliti, alla griglia, al forno (150 g) L 2 3 4 2 6 7 8 9
Pesce fritto (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Crostacei (aragosta, astice, gamberi, scampi, etc), frl’r'(ri 509) 1 > 3 4 5 6 7 8 9
Molluschi (polpo, calamari, vongole, cozze, etc), fritti (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tonno, sgombro, sardine sott'olio (1 scatoletta, 80g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Formaggi freschl (ricotta, mozzarella, caciotta, etc) 1 5 3 4 5 6 7 8 9
come secondo piatto (100 g)
Feta, come secondo piatto (80 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Altri formaggi (grcma, latteria, fontina, emmenthal, groviera, etc) 1 5 3 4 5 6 - 8 9
come secondo piatto (80 g)
Formaggi (tutti i tipi) come snack (25 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Anche
i Pit di 3
VERDURE - CONTORNI e e i e e PSR
al mese giorno 5
casas:

Spinaci, bieta, cicoria, tarassaco (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Carote (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Carciofi (n. 1), cardi (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Cavolfiore (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Cavoli, verze, broccoli, broccoletti di Bruxelles, etc (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Cipolle, crude o cotte, porri (n. 1) \
(ezcludendo quelle usa‘rpe per i soffritti o in altre preparazioni) ! 2 3 4 2 6 U 8 ? >!
Finocchi, crudi o cotti (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Funghi (1 porzione) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Insalata verde o rossa (indivia, scarola, radicchio, etc) (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Insalata mista con carote, pomodori, cetrioli, etc. (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Fagiolini verdi (tegoline, piattoni) (1 porzione) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Fagioli, freschi e secchi (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Piselli, freschi e secchi (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Altri legumi (cec.i, lenticchie, fave, etc) . 1 5 3 4 5 6 v 8 9 S
(freschi e secchi) (1 porzione)

Melanzane (1 porzione), 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Patate: lesse o in purea (1 porzione) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Patate: fritte o arrosto (1 porzione) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Peperoni (rossi, gialli e verdi) (1 porzione) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pomodori (1, medio) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Soia e prodotti derivati (fagioli, germogli, tofu, etc) (1 porzione)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Zucchine (1 porzione)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
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; > 4i 3 | Anche

FRUTTA ety e e 2 e e 23 o v d prdotto

mese giorno giorno in CGSO?
Mele (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pere (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Arance (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mandarini, (n. 2), clementine (n. 3), altri agrumi (mapo, etc) (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pompelmo (mezzo) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Limone: ad ese sulla verdure, su te o altro (1 spruzzata) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Spremute di agrumi (1 bicchiere)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anguria (1fetta) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Banana (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fragole (1 tazza, 150 gr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Ciliegie (n.15, 150 gr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Kiwi (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Melone (2 fette) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Pesche (n.1), peschenoci (n.1), albicocche (n.?2) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Prugne (n. 2) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Fichi (n. 2, medi) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Uva (1 grappolo) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Ananas (2 fette) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Altra frutta esotica (1 pezzo, 1 fetta) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Frutta cotta zuccherata (1 coppetta) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Frutta secca in guscio: mandorle, noci, nocciole, etc. (1 manciata) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Si
Frutta essiccata: prugne secche, fichi secchi, albicocche secche, 1 5 3 4 5 6 7 8 9 S
uvetta, etc. (1 manciata)
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. i Pid di 3

DOLCT - ALTMENTT VART e e e A T e e
mese giorno

Biscotti (tutti i tipi eccetto gli integrali) (n.7) 2 3 4 5 6 7 8 9
Biscotti integrali (n.7) 2 3 4 5 6 7 8 9
Brioche, croissant o bomboloni|krapfen senza crema, merendine
tipo Pan di Spagna, torta Margherita, dolci lievitati, panettone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
gubana, etc (n.101 fetta)
Pasticcini alla crema (1 grande o 3 mignon)
Bomboloni|krapfen alla crema (n. 1) 1 2 3 4 0 ) 7 8 ?
Crostata alla frutta o alla marmellata (1 fetta)
Pasticcini alla frutta (1 grande o 3 mignon) ! 2 3 4 2 6 U 8 ?
Budino, créme caramel, dolci al cucchiaio (1 coppetta) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cioccolata (1 quadretto, 10 g), cioccolatino (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Snack al cioccolato tipo Mars, Kit-Kat, Bounty, etc. (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Caramelle normali (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Caramelle light (senza zucchero) (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gomme da masticare -normali (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gomme da masticare -light (senza zucchero) (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Gelato (n. 1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Marmellata o miele (1 cucchiaino) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Burro sul pane (5 9) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Olio di oliva sul pane (10 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Olive verdi o nere (al naturale o in salamoia) (n. 3) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Maionese, salsa rosa, salsa tonnata, etc. (1 cucchiaio) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sottaceti (cetrioli, cipolline, peperoni, giardiniera, etc) (50 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Patatite fritte in sacchetto, salatini, etc. (1 pacchetto, 25 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pop corn (1 tazza, 8 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

140




Mai Mer;: dill 1-3 volte|1 volta a|2-4 volte|5-6 volte|1 volta al|2-3 volte|4-5 volte Pi?fdi EI,
BEVANDE ANALCOLICHE @ v‘:ne(;: al mese | sett a sett | asett | giorno |al giorno | al giorno v;io:n:
Coca-Cola, Pepsi-Cola, Chinotto (1 bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Altre bevandeigassa're quqncua‘ta, acqua brillante, Spr‘ufe . 1 5 3 4 5 6 - 8 9 10
etc), compresi gli aperitivi analcolici (1 bicchiere)
Bevande gassate "light" (senza zucchero) (1 bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Succhi di frutta commerciali (1 bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acqua minerale (con o senza anidride carbonica) o 1 5 3 4 5 6 - 8 9 10
(1 bicchiere)
Acqua potabile - di acquedotto (1 bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acqua potabile - di pozzo (1 bicchiere) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Meno di 1 Piu di 5
. 1-3 volte|1 volta a|2-4 volte| 5-6 volte |1 volta all2-3 volte4-5 volte
BEVAND E ALCOLICHE Mai volta al al mese | sett a sett a sett giorno |al giorno|al giorno vo!fe al
mese giorno
Vino bianco, spumante, champaghe (1 bicchiere)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vino rosso o rosato (1 bicchiere)] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Birra (1 lattina) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aperitivi alcolici: es. vermouth, Campari, marsala, etc. (n.1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Amari, digestivi, liquori dolci (1 bicchierino)| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Whiskyf, cognac, brandy, grappa, vodka, o 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10
acquavite, tequila etc. (1 bicchierino)
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SEZIONE SPECIALE. Le domande si riferiscono al Suo consumo di particolari varieta di pesce ed alla loro provenienza.

Piatti a base di:

FREQUENZA

TIPOeloPROVENIENZA

Meno di

1-3

2-4

5-6

Pia di 2

Fresco -

Fresco -

Mai 1 volta | volte al 1 volta a volte a | volte a 1 vo Ita volte al Fr'e.sco - non origine CongelafoIIn scatola/Non lo so
al mese | mese sett sett sett al giorno giono regionale regionale | non nota surgelato
Zuppa di pesce|Brodeto 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Anguilla 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Branzino o Spigola 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Orata 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Cefalo 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Riboni o Pagello 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Sogliola 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Tonno 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Moli|Meld 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Asia 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Sgombro 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Palombo 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Platessa 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Coda di rospo 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Vitello di mare 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Pesce San Pietro 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Acciughe 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Sarde|Sardine 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Sardoni|Cheppie 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Trota|Salmone 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Merluzzo|Nasello 1 2 3 4 5 6 7 8 Si Si Si Si Si Si
Altro (specificare) 1 2 3 4 5 |6 7 8| s s s s s | s
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Durante la gravidanza, quante volte in media ha mangiato pesce al ristorante?

1. mai

. meno di 1 volta al mese

. 1-3 volte al mese

1 volta alla settimana

2-4 volte alla settimana

. pit di 4 volte alla settimana

Se sta allattando, con che frequenza mangia pesce?

Mai Meno di| 1-3 1 volta 2-4 5-6 1 volta 2-3 |Piadi 3
1 volta | volte volte | volte . volte | volte
al mesejal mese| sett. a sett. | a sett. ! glornay giornoal giorno
Zf]scgﬁn(guzr;récl)fglgl di pesce eccetto crostacei e molluschi): lesso, alla griglia o 1 5 3 4 5 6 - 8 9
Crostacei (aragosta, granchio, gamberetti): lessi, alla griglia o al forno (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Molluschi (calamaro, seppia, vongola ecc.): lessi, alla griglia o al forno (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pesce fritto (tuttii tipi di pesce eccetto crostacei e molluschi) (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Crostace fritti (aragosta, granchio, gamberetti, ecc. ) (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Molluschi fritti (calamaro, seppia, vongola ecc.) (150 g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tonno, sgombri, sardine sott'olio (1 scatola piccola, porzione singola) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Dove si e rifornita di pesce fresco durante l'inverno (i 2 principali) ?
Non acquisto pesce fresco

Mercato o banco pescheria al supermercato

Pescheria

Supermarket

Direttamente dal pescatore

Pescato in proprio

Noohwh =

1. Comune|frazione O O
Provincia N
2. Comune|frazione O O
Provincia N O

Dove si é rifornita di pesce fresco durante I'estate (i 2 principali) ?
Non acquisto pesce fresco

Mercato o banco pescheria al supermercato

Pescheria

Supermarket

Direttamente dal pescatore

Pescato in proprio

NoohwN =

Puo indicare il luogo (Comune, frazione, Provincia) del Suo fornitore abituale di pesce fresco in estate? (i 2 principali)

1. Comune|frazione N O Y
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Provincia N O Y

2. Comune|frazione ] O
Provincia N O o
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FREQUENZA
ALTRI ALIMENTTI consumati almeno una volta alla settimana —
Specificare I'alimento: 1 volta a | 2-4 volte | 5-6 volte |1 volta al|2-3 volte | 4-5 volte s::_r::' a5|
sett a sett a sett giorno | al giorno | al giono giorno

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

FREQUENZA
In generale, con che frequenza consumava una porzione ero di 1 Pid di 5
dei seguen'l'i alimenti ? Mai volta a 1 volta a|2-4 volte|5-6 volte|1 v.olfa al|2-3 .volfe 4-5 Yolfe volte al
sett sett a sett | a sett | giorno | al giorno | al giono giorno

Primi piatti asciutti (es pastasciutta, risotto, ecc.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Primi piatti in brodo (es minestre, passati di verdura, ecc.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Secondi piatti a base di pollo|tacchino cucinati in tutti i modi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Secondi piatti a base di carne cucinati in tutti i modi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Secondi piatti a base di pesce cucinati in tutti i modi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Una porzione di affettati|salumi 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Una porzione di formaggio 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Verdure cotte o crude, compresa l'insalata 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Frutta fresca 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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STORIA RESIDENZIALE DEGLI ULTIMI 5 ANNI

Da quanto tempo vive nell'attuale abitazione?

dal:m |_|_| al_|_|

In quale parte della citta vive?
1. Centro
2. Periferia
3. Arearurale

La Sua abitazione dista meno di 1 chilometro da:

Industrie

1. Si. Specificare nomi
2. No
Autostrada
1.5i
2.No
Strada statale
1. Si
2. No
Strada provinciale
1.5i
2.No
Altre strade trafficate
1.5i
2.No
Ferrovia
1.5i
2.No
Aeroporto
1.5i
2.No

Da casa Sua ha mai avvertito odori provenienti dalle seguenti fonti ?

Mai A volte | Spesso
Agricola (ad es. per la vicinanza a campi concimati o a
. e e et . o 1 2 3
allevamenti bovini, di maiali o di volatili, etc)
Industriale (ad es. per la vicinanza ad acciaierie, concerie, 1 5 3

industrie chimiche, etc)
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Nel corso degli ultimi 5 anni, ha mai cambiato casa?

1. Si
2. No

Se "SI”, La preghiamo di descrivere le Sue precedenti abitazioni partendo dalla
pit recente. Consideri solo le abitazioni dove ha vissuto per almeno 6 mesi.

17 ABITAZIONE PRECEDENTE

Per quanto tempo vi ha abitato?
dal:m |_|_lal_l_| al: m|_|_I| al_|_

In quale parte della citta vive?
1. Centro
2. Periferia
3. Arearurale

La Sua abitazione dista meno di 1 chilometro da:
Industrie

1. Si. Specificare nomi
2. No
Autostrada
1. Si
2. No
Strada statale
1. Si
2. No
Strada provinciale
1. Si
2. No
Altre strade trafficate
1. Si
2. No
Ferrovia
1. Si
2. No
Aeroporto
1. Si
2. No
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Da casa Sua ha mai avvertito odori provenienti dalle seguenti fonti ?

Mai A volte | Spesso
Agricola (ad es. per la vicinanza a campi concimati o a
. e e et . o 1 2 3
allevamenti bovini, di maiali o di volatili, etc)
Industriale (ad es. per la vicinanza ad acciaierie, concerie, 1 5 3

industrie chimiche, etc)
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2" ABITAZIONE PRECEDENTE

Per quanto tempo vi ha abitato?
dal:m |_|_lal_l_| al: m|_|_I| al_|_

In quale parte della citta vive?
1. Centro
2. Periferia
3. Arearurale

La Sua abitazione distava meno di 1 chilometro da:

Industrie
1. Si. Specificare nomi

2. No
Autostrada

1. Si

2. No
Strada statale

1. Si

2. No
Strada provinciale

1. Si

2. No
Altre strade trafficate

1. Si

2. No
Ferrovia

1. Si

2. No
Aeroporto

1. Si

2. No

Da casa Sua ha mai avvertito odori provenienti dalle seguenti fonti ?

Mai A volte | Spesso
Agricola (ad es. per la vicinanza a campi concimati o a
. e e et . s 1 2 3
allevamenti bovini, di maiali o di volatili, etc)
Industriale (ad es. per la vicinanza ad acciaierie, concerie, 1 5 3

industrie chimiche, etc)
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3" ABITAZIONE PRECEDENTE

Per quanto tempo vi ha abitato?
dal:m |_|_lal_l_| al: m|_|_I| al_|_

In quale parte della citta vive?
1. Centro
2. Periferia
3. Arearurale

La Sua abitazione distava meno di 1 chilometro da:

Industrie
1. Si. Specificare nomi

2. No
Autostrada

1. Si

2. No
Strada statale

1. Si

2. No
Strada provinciale

1. Si

2. No
Altre strade trafficate

1. Si

2. No
Ferrovia

1. Si

2. No
Aeroporto

1. Si

2. No

Da casa Sua ha mai avvertito odori provenienti dalle seguenti fonti ?

Mai A volte | Spesso
Agricola (ad es. per la vicinanza a campi concimati o a 1 5 3
allevamenti bovini, di maiali o di volatili, etc)
Industriale (ad es. per la vicinanza ad acciaierie, concerie, 1 5 3

industrie chimiche, etc)
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STORIA OCCUPAZIONALE DEGLI ULTIMI 5 ANN.Zf

Negli ultimi 5 anni ha svolto almeno una attivita lavorativa?
1. Si
2. No

Se si, descriva le attivita che ha svolto per almeno 6 mesi.

LAVORO PIU' RECENTE |:> (Lavoro numero 0)

Da quanto tempo lavora (ha lavorato) per questa azienda, ufficio, ecc.?
dal:m |_I_lal_I_l a mi_|l_l al_I_|

Qual & (era) la principale attivita (mansione) che vi svolge(va)?

O I
Qual & (era) I'attivita principale dell'azienda, ufficio, ecc.?
ATTIVITAL oottt et eee e ees s s e eeeene et et eseere e T I
NOMIE: ..ttt eee e et e s et es e ees e T I
COMUNE: ... e et eee oot eee e ees s s s oo eneereeeteesereere e I I
Provincia|STAto @ST@IO0: ..ottt eee e I I
Svolge(va) un secondo lavoro? |:> (Lavoro numero 5)

1. Si. Quale: I
2. No

Dal: m |_|_lal_l_| al: mI_I_I| al_|_|
1° LAVORO PRECEDENTE () (Lavoro numero 1)
Per quanto tempo ha lavorato per questa azienda, ufficio, ecc.?
dal:m |_|_lal_l_l al: mI_|_| al_l_|
Quale era la principale attivita (mansione) che vi svolgeva?

o
Quale era l'attivita principale dell'azienda, ufficio, ecc.?
ATTIVITAL ettt s O I
IO ..o ettt et e e ees s s e oo see e eeeeeteeeeesere e T I
COMUNE: ... ettt eee e ees s s e e e ereere et eeteneere e T I
Provincia|STato @STero: ..o )™
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2° LAVORO PRECEDENTE (Lavoro numero 2)

=

Per quanto tempo ha lavorato per questa azienda, ufficio, ecc.?
dalm [_I_lal_|l_| a m|_|_| al_|_]

Quale era la principale attivita (mansione) che vi svolgeva?

o
Quale era l'attivita principale dell'azienda, ufficio, ecc.?
ATTIVITAL oottt eee e ees s s e s ene et et eseene e I I
IO ..o ettt et s eee s s s e oo see e eee et seeeeeere e T I
COMUNEC: ...ttt s e eeteeeeee e e s s e et eeseeseeseeseesereere e )™
ProvinCia|STaAto @ST@IO: ........ooooooeeeeeeeeeeee ettt eee et eee e I I
3° LAVORO PRECEDENTE () (Lavoro numero 3)
Per quanto tempo ha lavorato per questa azienda, ufficio, ecc.?
dalm [_I_lal_|l_| a m|_|_| al_|_]
Quale era la principale attivita (mansione) che vi svolgeva?

I o
Quale era l'attivita principale dell'azienda, ufficio, ecc.?
ATTIVITAL oottt eee et e e es s e eeeene et oot eneere e T I
IO ..o ettt et eeeere e ees s s e oo sea e eee et eeeeeeere e T I
COMUNEC: ... ces st s e e et et eee e e s s e st eeseeseeseesseeereeee e I
ProvinCia|STAto @ST@IO0: ..ot eee et ees e T I
4° LAVORO PRECEDENTE |:> (Lavoro numero 4)
Per quanto tempo ha lavorato per questa azienda, ufficio, ecc.?
dal:m [_I_lal_|l_l al m|_|_| al_|_]
Quale era la principale attivita (mansione) che vi svolgeva?

o
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Quale era I'attivita principale dell'azienda, ufficio, ecc.?

ATFIVITAD oot e e e e e et eesses e eee s eeeees e T T
NI ettt eee e et eesses e ses et s seseee e ees s sesees e T I
COMUNE: ... eee oot eee e eee et ees s s et s e eeseee e eee e renn I I
Provincia|STato @STero: ... I
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ESPOSIZIONI OCCUPAZIONALIL

Lavora o ha mai lavorato in uno dei seguenti settori?

Durante quale

. Non lo lavoro ? Indichi il
Si No
so numero del lavoro a
cui si riferisce
Dentista o assistente alla 1 5 3
poltrona
Orafo 2 3
Riproduzione fotografica 2 3
Impiego in impianti chimici
- 1 2 3

cloro- alcalini
Produzione o utilizzo di vernici a

. . 1 2 3
base di metalli
Estrazione di metalli 1 2 3
Produzione o utilizzo di
dispositivi elettrici e/o
elettromedicali (es. termometri, 1 2 3
sfigmomanometri, o altri
dispositivi contenenti mercurio)
Industria della carta 2 3
Industria farmaceutica 2 3
Industria dell'inchiostro 2 3
Impiego a contatto con il
traffico (es. vigile urbano, 1 2 3
dipendenti di stazioni di servizio)
Agricoltura 1 2 3
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Durante il lavoro, o nel Suo tempo libero!, ha mai utilizzato o & entrata in contatto

con:

Si

Z
o

Non lo so

Durante quale
lavoro ? Indichi il
numero del lavoro
a cui si riferisce

Piombo e prodotti del piombo

Mercurio

Mercurio Cromo

Oro (utilizzo industriale o
artistico)

Metalli

Cromo o prodotti del cromo

Solventi

Vernici, pigmenti, colori a base
di metalli

PCB - policlorobifenili

Vecchi trasformatori e
condensatori

Radiazioni o isotopi radioattivi

Fumo dalla fusione del ferro

Amalgama dentale

NN NN N (NN N (NN N

WWwWww w W w wuww w www

E mai entrata in contatto con il mercurio in seguito alla rottura di un termometro o

altri prodotti medici?

1. Si
2. No
3. Non lo so

Se si, quando: mm |_|_|

aaaa |_|_|_|_|

Per favore descriva le circostanze e le possibili modalita di contatto cutaneo o di

ingestione

'Per tempo libero si intende la pratica di specifici hobby (es. camera oscura, pittura,

creazione di gioiell, ecc.)
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E con questo si & conclusa la compilazione del questionario.

LA RINGRAZTIAMO MOLTO PER LA SUA PREZIOSA COLLABORAZIONE E PER IL
TEMPO DEDICATO A QUESTA RICERCA. SE LO DESIDERA, SEGNALI NELL'APPOSITO
SPAZIO SOTTOSTANTE EVENTUALI NOTE, COMMENTT E SEGNALAZIONI CHE
SECONDO LEI POTRANNO ESSERCT UTILI PER UN MIGLIOR ESITO DELLA RICERCA

Data di fine compilazione del questionario: gg |_|_| mm |_|_| aaaa |_|_|_|_|

Durata della compilazione in minuti : |_|_|_|
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