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RESUMO 

DE CARLI, E. Avaliação de variantes do gene TMPRSS6 e sua relação com o 
status de ferro de mulheres em condições de eritropoese normal e aumentada. 
2016. Tese [Doutorado Direto em Ciência dos Alimentos] – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 
 

Introdução: A deficiência de ferro é frequente entre mulheres na idade reprodutiva e 

é considerada problema de saúde pública mundial. Por outro lado, patologias 

associadas com aumentada atividade eritropoética e sobrecarga de ferro, como as 

talassemias e a anemia falciforme, estão entre as doenças monogênicas mais 

frequentes em muitas populações. Os genes HFE e TMPRSS6 codificam as 

proteínas hemocromatose hereditária (HFE) e matriptase-2 (MT2) que, no fígado, 

modulam a produção de hepcidina, o hormônio regulador central do metabolismo de 

ferro.  O objetivo deste estudo foi avaliar a relação entre o consumo alimentar de 

ferro, as variantes rs855791 (MT2736V), rs4820268 (MT2521V), rs1799945 (HFE63D) e 

rs1800562 (HFE282Y) e o status corporal do mineral entre mulheres com atividade 

eritropoética normal (aparentemente saudáveis) ou levemente aumentada (com β-

talassemia menor). Casuística e métodos: Inicialmente, foram incluídas 127 

estudantes universitárias na idade reprodutiva (18 a 42 anos) e em aparente balanço 

estacionário do ferro corporal (necessidades fisiológicas e consumo alimentar de 

ferro pouco variáveis há pelo menos 12 meses). Em um segundo estudo, foram 

incluídos 33 casos de β-talassemia menor (18 na pós-menopausa), registrados em 

serviços de hematologia de dois hospitais de São Paulo-SP e um de Sorocaba-SP. 

Essas foram pareadas com 66 controles, segundo idade, índice de massa corporal, 

status reprodutivo e uso de anticoncepcionais hormonais. A partir de inquéritos feitos 

com registros alimentares ou recordatórios de 24 horas foi estimado o consumo de 

ferro total e biodisponível. Amostras de sangue foram utilizadas para a extração de 

DNA e determinações de ferritina sérica, saturação da transferrina e hemoglobina. 

As genotipagens do TMPRSS6 e do HFE foram realizadas por PCR em tempo real. 

Resultados: Considerando as 226 mulheres avaliadas, as frequências dos alelos 

MT2736V, MT2521D, HFE63D e HFE282Y foram estimadas em 40,3%, 44,0%, 16,3% e 

1,5% respectivamente. No primeiro estudo, foi estimada média de consumo de ferro 
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de 10,9 mg/dia e prevalência de deficiência do mineral de 12,6%. Estimativas de 

consumo de ferro biodisponível, mas não de ferro total, foram correlacionadas com 

os valores de ferritina e saturação da transferrina. As associações entre a 

biodisponibilidade dietética de ferro e seus biomarcadores foram especialmente 

evidentes entre as carreadoras da variante HFE63D, indicando uma significante 

interação gene-nutriente. Por outro lado, valores relativamente menores de 

saturação da transferrina foram associados à presença do alelo MT2736V, 

independentemente do consumo de ferro biodisponível. Mulheres com β-talassemia 

menor e suas controles não diferiram quanto à frequência das variantes TMPRSS6 e 

HFE ou à biodisponibilidade dietética de ferro. Na pós-menopausa, a β-talassemia 

menor foi associada com valores duas vezes maiores de ferritina, 20% maiores de 

saturação da transferrina e com probabilidade 3,5 vezes maior de hiperferritinemia. 

Entretanto, para casos e controles na idade reprodutiva, foi estimada probabilidade 

de inadequação do consumo de 20,7% e prevalências de deficiência do mineral de 

13,3% e 10,0%, respectivamente. Entre essas mulheres, o genótipo positivo ou 

negativo para a variante MT2736V foi também associado com diferenças nas médias 

de saturação da transferrina. No entanto, o contraste nesses valores foi 

relativamente maior entre as mulheres com β-talassemia menor. Além disso, mais 

acentuada hipocromia acompanhou a presença da variante MT2736V nessa condição. 

Conclusão: Os achados sugerem que, entre mulheres com eritropoese normal ou 

com β-talassemia menor, a variante MT2736V não afeta tão fortemente as reservas de 

ferro corporal como faz a adequação do consumo desse mineral. Ainda assim, a 

variante HFE63D pode modificar a relação da biodisponibilidade de ferro com seu 

status corporal e, portanto, ser um importante marcador preditivo de resposta 

diferencial à dieta. A variante MT2736V foi associada com menor disponibilidade de 

ferro na circulação de mulheres na idade reprodutiva e, entre aquelas com β-

talassemia menor, com indício de acentuada alteração morfológica dos eritrócitos. 

 
 

Palavras-chave: Biodisponibilidade, interação gene-dieta, β-talassemia menor 
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ABSTRACT 

 
DE CARLI, E. Evaluation of TMPRSS6 genetic variants and its relationship with 
iron status of women with normal and increased erythropoiesis. 2016. Thesis 
[Doctor Degree in Food Science] – Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of 
São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Introduction: Iron deficiency is common among women at childbearing age and it is 

regarded as a worldwide public health issue. On the other hand, disorders associated 

with increased erythropoietic activity and iron overload, such as thalassemias and 

sickle cell disease, are among the most frequent Mendelian diseases in many 

populations. HFE and TMPRSS6 genes encode the hereditary hemochromatosis 

protein (HFE) and the matriptase-2 (MT2) both of which modulate the hepatic 

production of hepcidin, the main hormone regulator of iron metabolism. The aim of 

this study was to evaluate the relationship among dietary iron intake, rs855791 

(MT2736V), rs4820268 (MT2521D), rs1799945 (HFE63D) and rs1800562 (HFE282Y) 

genetic variants and body iron status of women with normal (apparently healthy) or 

slightly increased (β-thalassemia minor) erythropoietic activity. Casuistic and 

methods: Initially, 127 university students at childbearing age (18 to 42 years old) 

and with steady state body iron (few variations on physiological requirements and 

dietary iron intake at least for the last 12 months) were included. In a second study, it 

was included 33 cases of β-thalassemia minor (18 of them post-menopaused) 

registered in Hematology Services from two hospitals from São Paulo-SP and one 

from Sorocaba-SP. They were paired with 66 controls by age, body mass index, 

reproductive status and hormonal contraceptive use. Using food diaries or 24 hours 

food recalls, total and bioavailable dietary iron intakes were estimated. Blood 

samples were used for DNA extraction and for determinations of ferritin, transferrin 

saturation with iron and hemoglobin. TMPRSS6 and HFE genotyping were performed 

by real time PCR. Results: Considering all the 226 women studied, the allelic 

frequencies of MT2736V, MT2521D, HFE63D e HFE282Y genetic variants were em 40.3%, 

44.0%, 16.3% e 1.5%, respectively. In the first study, a total dietary iron intake of 

10.9 mg/day and an iron deficiency prevalence of 12.6% were estimated. There were 

correlations among ferritin and transferrin saturation values with estimates of 

bioavailable, but not of total dietary iron intake s. Associations between dietary iron 

bioavailability and iron biomarkers were especially evident among carriers of HFE63D 
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variant, indicating a significant gene-diet interaction. On the other hand, lower levels 

of transferrin saturation were associated with the presence of MT2736V variant allele, 

irrespective of bioavailable iron intake. TMPRSS6 and HFE variants frequencies and 

dietary iron bioavailability estimates did not differ between women with β-thalassemia 

minor and their controls. Among postmenopausal women, β-thalassemia minor was 

associated with two times higher ferritin values, 20% higher transferrin saturation 

values and 3.5 times higher chance for hiperferritinemia. However, among cases and 

controls at childbearing age, it was estimated a probability of inadequacy in the 

dietary iron intake of 20.7% and iron deficiency prevalences of 13.3% and 10.0%, 

respectively. Among these women, a positive or negative genotype for MT2736V was 

also associated with differences in transferrin saturation. Nevertheless, the contrast 

between these values was relatively higher among women with β-thalassemia minor. 

Moreover, a more accentuated hypochromia accompanied the presence of the 

MT2736V variant in this condition. Conclusions: Our findings suggest that, among 

women with normal erythropoiesis or β-thalassemia minor, the presence of the 

MT2736V variant does not strongly impact the body iron stores as does dietary iron 

adequacy. Nevertheless, the HFE63D variant may modify the relationship between the 

dietary iron bioavailability and the body iron status. Therefore, it might be an 

important predictive marker of women’s differential response to diet. The MT2736V 

variant was associated with lower availability of circulating iron in women at 

childbearing age and, among those with β-thalassemia minor, with suggestive 

accentuated morphological alteration of erythrocytes. 

 
Keywords: Bioavailability, gene-diet interaction, β-thalassemia minor 

 

. 
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1 INTRODUÇÃO 

Ao longo das últimas cinco décadas, as estratégias que ficaram consagradas 

para a prevenção da deficiência de ferro foram a suplementação, a fortificação e a 

biofortificação de alimentos e a educação nutricional, cujos objetivos principais são 

sempre o aumento do consumo diário de ferro biodisponível (WHO, 2006). Contudo, 

o fato de a anemia ferropriva permanecer altamente prevalente entre crianças e 

mulheres na idade reprodutiva, tanto na população de países em desenvolvimento, 

quanto na de países desenvolvidos, faz com que a deficiência de ferro continue 

sendo alvo de intensa pesquisa em nutrição e segurança alimentar (LYNCH, 2011).  

Os efeitos biológicos do acúmulo corporal de ferro, por outro lado, tem 

despertado crescente preocupação, não só devido à gravidade clínica de estados 

patológicos como a hemocromatose hereditária, mas também porque processos 

oxidativos (ROMEU et al., 2013; LEE et al., 2012; BROEDBAEK et al, 2011) e de 

resistência à insulina (ZARIBAF et al., 2014; WLAZLO e al., 2014) tem sido 

associados com variações nos biomarcadores do status do mineral, mesmo na 

população geral. Nesse sentido, discute-se a necessidade de as recomendações 

dietéticas de ferro serem menores para subgrupos populacionais com risco 

aumentado para a sobrecarga de ferro, como são os homozigotos para os alelos da 

hemocromatose e indivíduos com determinados tipos de anemias hemolíticas 

congênitas (MORRETI et al., 2013; ZIMMERMAN et al., 2008; GREENWOOD et al., 

2005; CADE et al., 2005; FNB, IOM, 2001). 

Uma das dificuldades em se estabelecer a relação entre dieta e status de ferro, 

contudo, vem do fato de muitos estudos de epidemiologia nutricional mostrarem 

fracas correlações entre estimativas de ingestão e biomarcadores sanguíneos do 

metabolismo de ferro. Uma explicação para esse fato é que tanto fatores dietéticos 

(consumo de ferro e de componentes promotores e inibidores de sua absorção 

intestinal) como não dietéticos (perdas de sangue, crescimento e reparação de 

tecidos, inflamação, complicações nutricionais, metabólicas, hematológicas e 

genéticas) afetam o balanço corporal do mineral.  Se, por um lado, este quadro 

sugere que a relação entre consumo de ferro e os desfechos de saúde ou doença 

dependa tanto da disponibilidade do mineral para absorção intestinal quanto de sua 

quantidade total na dieta (RICKARD et al., 2009), por outro, sinaliza a existência de 
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importantes diferenças interindividuais na eficiência de absorção, transporte e 

utilização deste nutriente (ZIMMERMAN et al., 2010; ROE et al., 2009). 

Em condições normais, a absorção intestinal do ferro é negativamente 

regulada por suas reservas corporais. Em contrapartida, a atividade eritropoética 

estimula o mesmo processo e, em condições em que se encontra acelerada, seu 

efeito é predominante sobre o repressor (ESTATIEV & GASCHE, 2011). Assim, nas 

anemias congênitas associadas com hemólise e/ou eritropoese ineficaz, como as 

talassemias e as anemias siderobláticas, a produção cronicamente aumentada de 

eritrócitos promove aumento inapropriado da absorção do ferro. Em consequência, 

ocorre acúmulo secundário do mineral no fígado, coração e outros tecidos (LI & 

GINZBURG, 2010; ZIMMERMAN et al., 2008). Repetidas transfusões de sangue, 

que são parte da conduta clínica indicada para o tratamento dessas anemias, 

também podem contribuir com quantidades excedentes de ferro (MARIANI et al., 

2009). 

O risco para sobrecarga de ferro pode ser importante mesmo em condições 

leves de eritropoese ineficaz, como na β-talassemia menor (ZIMMERMAN et al., 

2008). Quando co-herdam alelos de risco para hemocromatose, de fato, indivíduos 

com β-talassemia menor apresentam estoques aumentados de ferro corporal 

(MARTINS et al., 2004; MELIS et al., 2002). O papel da dieta neste contexto não 

está ainda totalmente esclarecido (ZIMMERMAN et al., 2008), ainda que na prática 

clínica, intervenções dietéticas voltadas para a redução no consumo de ferro não 

façam mais parte da terapêutica das talassemias ou das anemias sideroblásticas 

(ELMONEIM et al, 2015; FUNG et al., 2012; GREER et al., 2009; MARIANI et al., 

2009).  

Um rápido progresso no entendimento dos mecanismos que interligam a 

dieta, a eritropoese e o status de ferro tem ocorrido nos últimos anos, após a 

descoberta da hepcidina como o hormônio limitante da absorção e utilização do ferro 

(NEMETH et al., 2004). A produção inapropriadamente baixa de hepcidina nas 

anemias hemolíticas e na hemocromatose hereditária parece, em grande parte, ser 

responsável pela absorção aumentada do ferro dietético nessas condições 

(BESHALAWY et al., 2012; ESTATIEV & GASCHE, 2011). Por outro lado, a 

concentração inapropriadamente alta de hepcidina explica muitas das alterações 

hematológicas e do status de ferro na anemia da inflamação (CULIS, 2001) e é 
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característica marcante da anemia ferropriva refratária ao ferro (IRIDA) (FINBERG e 

al., 2008).  

O papel central da hepcidina na homeostase do ferro e na eritropoese normal 

é ainda destacado por uma série de estudos de associação genômica ampla (GWAS 

– Genome-Wide Asssociation Studies) que apontam polimorfismos em genes 

envolvidos na sua produção como potenciais marcadores preditivos de anemia e de 

sobrecarga de ferro (SORANZO et al., 2009; BENYAMIN et al., 2009a; BENYAMIN 

et al., 2009b; CHAMBERS et al., 2009; GANESH et al., 2009; TANAKA et al., 2010; 

PICHLER et al., 2011; MCLAREN et al., 2011; OEXLE et al., 2011). Deste modo, a 

variabilidade genética na expressão de hepcidina pode, em parte, explicar porque as 

estimativas do consumo do ferro não são forte e diretamente associadas com as 

variações nos seus biomarcadores. Fatores genéticos podem ainda explicar a 

resposta diferenciada ao ferro dietético e/ou suplementar de indivíduo para 

indivíduo, tanto em condições fisiológicas que implicam em risco aumentado para a 

deficiência, quanto em condições patológicas de risco à sobrecarga do mineral. 

No presente estudo, determinantes genéticos e dietéticos do status de ferro 

nas condições de eritropoese normal e aumentada foram estudados, 

respectivamente, em mulheres adultas aparentemente saudáveis e em mulheres 

com diagnóstico de β-talassemia menor. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 STATUS DE FERRO E ERITROPOESE 

O ferro, um elemento essencial a processos metabólicos básicos em todas as 

células, pode ser tóxico quando em excesso na sua forma livre (HENTZE et al., 

2010). Assim, sob pressões evolucionárias, humanos e outros mamíferos 

desenvolveram um refinado controle da distribuição e compartimentalização tecidual 

do ferro (GANZ, 2011). Genes e proteínas envolvidos com a absorção intestinal e 

utilização sistêmica desse mineral tornaram-se altamente reguláveis e interativos, 

compensando a falta de mecanismos especializados na sua excreção fecal ou 

urinária (SHARP, 2010). O ferro se destaca neste cenário como o único nutriente 

cuja homeostase é, sobretudo, mantida pela regulação de sua absorção intestinal 

(ESTATIEV & GASCHE, 2011).  

Homens adultos saudáveis sofrem pequenas perdas fisiológicas de ferro (de 

0,9 a 1 mg/dia) e são capazes de manter a homeostase deste mineral, mesmo 

quando sua biodisponibilidade na dieta for baixa (STOLTZFUS, 2011; FNB, IOM, 

2001). Mulheres adultas apresentam necessidades corporais de ferro relativamente 

maiores (de 1,3 a 2,8 mg/dia), principalmente devido à menstruação e aos desafios 

impostos pela gravidez e lactação (FNB, IOM, 2001; FAO, 2001). A menos que a 

dieta seja rica em ferro biodisponível, sua absorção intestinal é muitas vezes 

insuficiente para equilibrar as perdas, o que faz das mulheres em idade reprodutiva 

um grupo populacional altamente vulnerável à deficiência de ferro (STOLTZFUS, 

2011; COAD, COLDON, 2011; HALBERG & HULTHÉN, 1991). 

Reservas variáveis de ferro (120 a 1000 mg) são mantidas na forma atóxica 

de ferritina em hepatócitos e macrófagos do fígado e do baço. Entretanto, 

aproximadamente 2,5 g de ferro estão estruturalmente contidos na hemoglobina 

presente em eritrócitos e seus precursores (GANZ & NEMETH, 2012). Na medula 

óssea, diariamente, são sintetizados 6 gramas de hemoglobina (30 pg / eritrócito), o 

que perfaz uma produção total de 2x1011 novas células (LI & GINZBURG, 2010).  

Assim, de 20 a 25 mg de ferro devem ser  entregues aos precursores eritróides, via 

transferrina sérica, a proteína que transporta o ferro na circulação. A captação 

celular do ferro ligado à transferrina ocorre após a interação desta proteína com seu 
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receptor de membrana, expresso em todas as células do corpo, mas com maior 

abundância nos precursores eritróides (ESTATIEV & GASCHE, 2011). 

A quantidade de ferro diariamente absorvida da dieta (1 – 3 mg) compensa as 

perdas fisiológicas do mineral, mas representa apenas uma pequena parte do pool 

da transferrina (HENTZE et al., 2010). Assim, depois de uma média de 120 dias na 

circulação, eritrócitos são fagocitados por macrófagos do sistema mononuclear 

fagocitário para que o ferro seja reciclado, devolvido à circulação e então utilizado 

para produção de novos eritrócitos, fechando o ciclo que garante a conservação e o 

balanço corporal do mineral (CAMASCHELLA, 2013).  

 Vários mecanismos de sinalização sistêmica e celular interagem para 

equilibrar a oferta de ferro com as demandas do mineral para a eritropoese (LI & 

GINZBURG, 2010).  Aumentos de até 20 vezes na eficiência de absorção do ferro 

ocorrem quando a eritropoese é acelerada, por exemplo, em resposta a hemorragias 

(GANZ & NEMETH, 2012). Nesses casos, a saturação de ferro da transferrina se 

mantem em proporções suficientemente adequadas para suprir a demanda 

aumentada do mineral para a síntese de hemoglobina, evitando a anemia (PAK et 

al., 2006). Paralelamente, quando a capacidade total de ligação do ferro (CTLF) da 

transferrina começa a ser excedida, observa-se um aumento na produção de 

eritrócitos e na concentração de hemoglobina celular, dentro da faixa da 

normalidade, com a suposta finalidade de sequestrar excessos tóxicos do mineral 

em um compartimento inerte (ACHTSCHIN, 2010; LI & GINZBURG, 2010). 

 O ferro da dieta onívora está presente nas formas heme (encontrado 

exclusivamente em tecidos animais) e não heme (predominantemente presente em 

cereais e vegetais, mas também nos tecidos animais). A absorção dessas duas 

formas de ferro ocorre por mecanismos de transporte independentes, presentes na 

membrana apical dos enterócitos, principalmente do duodeno e da parte superior do 

jejuno (SHARP, 2010). Moléculas de heme no lúmen intestinal são captadas intactas 

pelo enterócito, via proteína transportadora de heme (HCP-1). Uma vez internalizada 

na célula, sob ação da heme-oxigenase 1 (HO-1), a molécula heme é hidrolisada e 

os íons de ferro nela contidos são liberados (LE BLANC, GARRICK & 

ARREDONDO, 2012). 

O ferro não heme no lúmen intestinal está, em sua maior parte, como Fe3+, 

que deve ser reduzido a Fe2+ para ser captado pelos enterócitos. A proteína 

responsável pela internalização destes íons é o transportador de metal divalente 
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(divalent metal transporter 1,  DMT-1), enquanto que o citocromo B duodenal (DcytB) 

é estabelecida como importante redutase férrica intestinal (LATUNDE-DADA, 

SIMPSON & MCKIE, 2008). O ferro não heme internalizado, junto daquele liberado 

da molécula de heme, compõem um pool comum de ferro dentro do enterócito. Ali, 

pode ser armazenado como ferritina ou deixar o enterócito via transportador 

ferroportina (FPN1). Esta proteína é considerada a única responsável pelo efluxo de 

ferro, não só dos enterócitos, mas também dos macrófagos, hepatócitos e 

sinciciotrofoblastos placentários (DONAVAN et al., 2005).  

 A hepcidina, peptídeo hepático recentemente identificado como regulador 

central da absorção e utilização do ferro, interage com a ferroportina e promove sua 

internalização celular e subsequente degradação, limitando assim a taxa de 

transferência para o plasma daquele ferro captado pelos enterócitos (NEMETH et 

al., 2004). Do mesmo modo, o eixo hepcidina-ferroportina limita a passagem ao 

plasma do ferro reciclado em macrófagos ou mobilizado dos estoques contidos 

nestas células ou nos hepatócitos (HENTZE et al., 2010). A síntese da hepcidina é 

controlada predominantemente em nível transcricional e é responsiva à inflamação 

(resposta de fase aguda), à saturação da transferrina sérica e à abundância das 

reservas hepáticas de ferro (regulação pelos estoques) e à necessidade desse 

mineral para a eritropoese (regulação eritróide) (NEMETH et al., 2004). 

  As funções biológicas da hepcidina foram primeiramente elucidadas em 

modelos animais. Observou-se que camundongos knockout para o gene da 

hepcidina desenvolvem grave hemocromatose (LESBORDES-BRION et al., 2006), 

enquanto, animais que superexpressam esse gene desenvolvem deficiência de ferro 

e anemia (NICOLAS et al., 2002). O entendimento da modulação da expressão de 

hepcidina pela eritropoese vem ocorrendo com estudos em modelos de anemia 

hemolítica induzida por fenillhidrazina (PhZ), modelos genéticos de 

hipotransferrinemia (LATUNDE-DADA et al., 2006) e modelos genéticos de β-

talassemia intermedia e maior (FRAZER et al., 2012; GARDENGHI et al., 2007).  

Em reposta à hemólise quimicamente induzida pela fenillhidrazina, animais 

exibem redução do hematócrito e hiperplasia da medula óssea com consequente 

reticulocitose pronunciada. Ocorre rápido turnover do ferro reciclado pelo sistema 

mononuclear fagocitário e um grande aumento da eficiência de absorção intestinal 

de ferro. Essas alterações no metabolismo do mineral são comparáveis àquelas 

observadas na esferocitose hereditária em humanos (LATUNDE-DADA et al., 2006). 
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Já os modelos de β-talassemia exibem variados graus de descompartimentalização 

tecidual do ferro, dependentes da magnitude de apoptose dos precursores eritróides 

na medula óssea e do encurtamento do tempo de vida dos eritrócitos, o que 

caracteriza estes animais como modelos de eritropoese ineficaz (GARDENGHI et al., 

2007). 

A eritropoese acelerada é associada com redução na expressão de hepcidina 

no fígado, mesmo quando as reservas hepáticas de ferro são elevadas 

(GUIMARÃES et al., 2015; FRAZER et al., 2012; GARDENGHI et al., 2007; 

LATUNDE-DADA et al., 2006). Esta observação, não só nos modelos animais, mas 

também em doenças genéticas humanas, destacam o regulador eritróide como o 

principal e mais forte repressor da expressão de hepcidina (CAMASCHELLA, 2013). 

Supostamente, sinais emitidos pela hipóxia (NICOLAS et al., 2002), pela 

eritropoetina (PAK et al., 2006) e/ou por mediadores humorais derivados dos 

precursores eritróides em diferenciação (KAUTZ et al., 2014; TANNO et al., 2007) 

estão envolvidos neste processo. Entretanto, o exato mecanismo pelo qual o 

regulador eritróide modula a expressão de hepcidina ainda precisa ser esclarecido. 

Em humanos, distúrbios genéticos associados a desequilíbrios na expressão 

ou na ação da hepcidina estão entre as doenças hereditárias mais frequentes em 

algumas populações (GREER et al., 2009). Exemplos são as hemocromatoses 

hereditárias, cujos fenótipos clínicos são as sobrecargas primárias de ferro. Estas 

doenças resultam da herança recessiva de mutações em genes envolvidos na 

produção de hepcidina (HFE, HJV, HAMP, TRF2) ou da herança dominante de 

mutações no gene da ferroportina (FPN) (WEISS, 2010).  

A mais comum das hemocromatoses, a do tipo I, acomete principalmente 

indivíduos de ascendência europeia que herdam o genótipo homozigoto para a 

variante HFE282Y (rs1800562) ou heterozigoto composto com a variante HFE63D 

(rs1799945). Essas mutações comprometem a função do gene HFE na cascata de 

sinalização da proteína morfogenética óssea 6 (Bone Morphogenetic Protein 6 - 

BMP6), responsável pelo estímulo da produção de hepcidina em resposta à 

sobrecarga sistêmica e celular de ferro (MUCKENTHALER, 2014).  No fígado, 

quando as concentrações de ferro são aumentadas, a BMP6 se liga ao seu receptor 

e promove fosforilação de fatores de transcrição da família Son of Mothers Against 

Decapentaplegic Homologs (SMADs), que se ligam a elementos regulatórios no 

gene da hepcidina (HAMP), favorecendo sua transcrição (KNUTSON, 2009).  Assim, 
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na hemocromatose, observa-se alta saturação da transferrina, associada com altas 

concentrações de ferritina, mas concentrações inapropriadamente baixas de 

hepcidina na circulação (WEISS, 2010).  

A única doença genética conhecida por cursar com produção 

inadequadamente alta de hepcidina é a anemia ferropriva refratrária ao ferro (IRIDA 

– Iron-refractory Iron Deficiency Anemia) (CAMASCHELLA, 2013). Nesta rara 

condição, há hipoferremia inexplicável, acompanhada por microcitose (baixo volume 

corpuscular médio – VCM) e hipocromia (baixa hemoglobina corpuscular média – 

HCM) que não são responsivas à terapia oral com ferro. Mutações de perda de 

função do gene TMPRSS6 são detectadas nas crianças afetadas (FINBERG et al., 

2008). A matriptase-2 (MT2), o produto gênico do TMPRSS6, é expressa na 

membrana plasmática dos hepatócitos e, em estados de depleção de ferro, funciona 

como um regulador negativo da via da BMP6. A ativação intracelular das SMADs em 

resposta à BMP6 é dependente da integridade de uma proteína co-receptora 

conhecida como hemojuvelina (HJV). Supõe-se que a matriptase-2 tenha ação 

proteolítica sobre a HJV, o que faz como que o efeito da BMP6 sobre a produção da 

hepcidina seja bloqueado, levado a consequente redução das concentrações 

circulantes do hormônio (NAI et al., 2011; KNUTSON, 2009).  

Além das hemocromatoses, outras doenças genéticas associadas com baixa 

produção de hepcidina são as anemias hemolíticas congênitas (talassemias, anemia 

falciforme, anemia sideroblástica, esferocitose hereditária, entre outras) (PASRICHA 

et al., 2013; BESHLAWY et al., 2012; KEARNEY et al., 2007). Embora as bases 

moleculares destas doenças não estejam diretamente relacionadas com a 

maquinaria de produção da hepcidina, muitas complicações destas síndromes 

hemolíticas são decorrentes da descompartimentalização corporal do ferro (GREER 

et al., 2009). Assim como nos modelos animais de hemólise, a aumentada taxa de 

destruição de eritrócitos acompanhada por acelerada eritropoese é característica 

comum destas doenças, entretanto, a depender do grau de eritropoese compensada 

ou ineficaz, maior ou menor comprometimento da homeostase do mineral é 

observado (FRAZER et al., 2012; GARDENGHI et al., 2007; LATUNDE-DADA et al., 

2006). 

A esferocitose hereditária, a mais comum das anemias hemolíticas na 

Europa, é decorrente de defeitos em proteínas de membrana dos eritrócitos que 

modificam a capacidade dessas células se deformarem. Isto faz com que estas 
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células sejam prematuramente sequestradas e destruídas pelo baço (GALLAGHER, 

2010; IOLASCON, AVVISATI & PISCOPO, 2010). Achados laboratoriais na doença 

incluem anemia, reticulocitose e aumentada concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM), secundária à desidratação do eritrócito, que se torna 

esférico (esferócito) devido aos defeitos na membrana. O quadro de hemólise, que 

varia de leve até grave, diferencia indivíduos assintomáticos daqueles que 

apresentam anemia crônica tratável ao longo da vida (ROCHA et al., 2011). Tendo o 

baço um papel central na fisiopatologia da esferocitose hereditária, por muitos anos, 

a esplenectomia foi adotada como tratamento primário da doença (GREER et al., 

2009). 

Tanto na esferocitose hereditária leve quanto na anemia falciforme estável, a 

eritropoese compensada e eficaz acelera o turnover de ferro e, em decorrência da 

menor produção de hepcidina, a absorção intestinal de ferro pode ser aumentada 

(MORENI et al., 2009; LATUNDE-DADA et al., 2006). Antigos estudos ferrocinéticos 

em pacientes com esferocitose hereditária indicam que a demanda diária do mineral 

aos tecidos hematopoiéticos pode ser até seis vezes maior (150 mg) do que a de 

indivíduos saudáveis (CONRAD & BARTON, 1981 apud LATUNDE-DADA et al., 

2006;  FINCH et al., 1970). Apesar de, nesta condição, as concentrações circulantes 

de hepcidina se mostrem inversa e fortemente relacionadas com a atividade 

eritropoética (BESHLAWY et al., 2012; KEARNEY et al., 2007), uma sobrecarga de 

ferro clinicamente importante não é ocorrência comum, a menos que transfusões de 

sangue sejam frequentes (ROCHA et al., 2011; LATUNDE-DADA et al., 2006; 

MEYRICK, WEBB & COLE, 2002).  

Nas β-talassemias intermedia e maior, anemias sideroblásticas e algumas 

anemias diseritropoéticas associadas com eritropoese ineficaz, as concentrações 

circulantes de hepcidina são inadequadamente baixas e há sobrecarga de ferro 

clinicamente importante (PASRICHA et al., 2013; BESHLAWY et al., 2012; 

KEARNEY et al., 2007). Assim como na esferocitose hereditária, o acúmulo de ferro 

nestas doenças é principalmente secundário às repetidas transfusões de sangue 

necessárias para o manejo da anemia. Entretanto, em pacientes com β-talassemia 

grave não transfundidos são absorvidas da dieta, a cada ano, quantidades 

excedentes de ferro da ordem de 5 g (MARIANI et al., 2009). 

O estado heterozigoto da β-talassemia (β-talassemia menor) é caracterizado 

por várias magnitude de redução na produção da cadeia beta da hemoglobina, a 
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depender do tipo de mutação presente no gene HBB. Classificam-se essas 

mutações em dois tipos, nomeadamente β0 ou β+, se associadas com ausência ou 

diminuição da síntese da cadeia de beta-globina, respectivamente (CAO & 

GALANELLO, 2010). O desequilíbrio na síntese da cadeia beta compromete a 

produção de hemoglobina A (HbA) e promove ligeiro aumento na concentração de 

hemoglobina A2 (HbA2) (WEATHERALL, 2010). Em geral, a β-talassemia menor não 

se associa com alterações hematológicas graves ou sintomas clínicos evidentes 

(GREER et al., 2009; WEATHERALL, 2010). Leve anemia, microcitose e 

reticulocitose podem ser observados (GREER et al., 2009). Precipitação de cadeias 

alfa desemparelhadas dentro dos progenitores eritróides pode provocar dano 

oxidativo da membrana, resultando em apoptose destas células (CAO & 

GALANELLO, 2010). 

Em virtude dos variados graus de eritropoese ineficaz que acompanham a 

hemólise crônica, indivíduos com β-talassemia menor podem apresentar maiores 

taxas de absorção do ferro dietético (GUIMARÃES et al., 2015; ZIMMERMAN et al., 

2008; WHITE et al.1986). Ensaios de absorção de ferro, nesta condição, têm 

chegado a conclusões controversas a este respeito (ZIMMERMAN et al., 2008; 

HEINRICH et al., 1973; ERLANDSON et al., 1962). Ainda, estudos epidemiológicos 

que não observaram diferenças no status de ferro entre controles e indivíduos com 

β-talassemia menor (NOBILI et al., 2000; MARUF-UR-RAHMAN et al., 2011) são 

contrapostos por outros que descrevem maiores concentrações séricas de ferritina e 

menores prevalências de deficiência de ferro associadas com o traço beta 

talassêmico (GUIMARÃES et al., 2015; ESTEVÃO et al., 2010; HOORFAR et al., 

2008; HINCHLIFFE & LILLEYMAN, 1995; GALANELLO et al., 1990; WHITE et al., 

1986).  

Curiosamente, sugere-se que, quando co-herdam o genótipo de HH (HFE262Y/ 

HFE262Y ou HFE262Y/ HFE63D), indivíduos com β-talassemia menor tem mais grave 

quadro de sobrecarga de ferro e podem apresentar valores de ferritina sérica e de 

saturação da transferrina tão altos quanto os observados em outras anemias 

hemolíticas associadas com a hemocromatose (ZANELLA et al., 2001; PIPERNO et 

al., 2000). A associação da heterozigose para as variantes HFE com as mesmas 

alterações laboratoriais ainda não é conclusiva (NADKARNI et al., 2016; WILSON et 

al., 2015; ON et  ESTEVÃO  et al., 2011; MADANI et al., 2011; YAMSRI et al., 2007; 

GARWAL et al., 2005; MARTINS et al., 2004; MELIS et al., 2002), o que abre 
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espaço à investigação de outros determinantes genéticos do status de ferro na β-

talassemia menor.  

Embora o papel da dieta no acúmulo de ferro corporal em algumas síndromes 

hemolíticas não esteja claro (FUNG et al., 2012; ZIMMERMAN et al., 2008), sua 

importância para a adequada atividade eritropoética é justificada pelo quadro de 

anemia mais grave apresentado por indivíduos com traço β-talassêmico ou outras 

anemias hemolítica hereditárias quando expostos à deficiência de ferro (VERMA et 

al., 2014; ROCHA et al., 2011; GALANELLO et al., 1990; ZANELLA et al., 1989). 

Contudo, esses indivíduos podem recuperar-se rapidamente da deficiência se 

suplementados com ferro (VERMA et al., 2014), provavelmente em virtude da maior 

eficiência de absorção intestinal do mineral. 

2.2 VARIABILIDADE GENÉTICA E STATUS DE FERRO 

Estudos de herdabilidade estimam que 20 a 50% da variação dos valores de 

ferro sérico, ferritina e saturação da transferrina são dependentes de fatores 

genéticos (FAIWEATHER-TAIT et al., 2013; NJAJOU et al., 2006; WHITFIELD et al., 

2000; BENYAMIN et al., 2009). Por muitos anos, essa premissa motivou a 

investigação de associações entre biomarcadores do status de ferro e variações em 

genes sabidamente relacionados com o metabolismo do mineral, tais como os da 

haptoglobina (HP), ferroportina (FPN), heme-oxigenase1 (HO-1), transferrina (TF), 

entre outros. Os resultados desses estudos contribuiriam para o melhor 

entendimento do metabolismo do ferro e apontaram para potenciais marcadores de 

susceptibilidade e resistência à anemia ferropriva e a sobrecarga do mineral. 

Entretanto, uma vez que poucas variantes genéticas foram identificadas como 

importantes determinantes do metabolismo do ferro, apenas pequena parte da 

variabilidade de seus biomarcadores pode, por ora, ser explicada (EURECCA, 

2011). 

  Estudos de associação genômica ampla (GWAS – Genome-Wide 

Asssociation Studies) são, na atualidade, a estratégia mais utilizada para identificar 

variantes genéticas que são associadas a um dado fenótipo. Nesse tipo de estudo, 

dezenas de milhares de polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide 

Polimorfism - SNP) são analisados simultaneamente em um grande número de 

indivíduos fenotipicamente distintos (BUSH & MOORE, 2012). Para a identificação 

de genes associados com fenótipos complexos, GWAS oferecem vantagens em 
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relação aos estudos genéticos realizados antes do advento de organizações como o 

HapMap (INTERNATIONAL HAPMAP PROJECT, 2005), que compilam informações 

sobre a variabilidade genética das populações. Essa facilitação vem do fato de estes 

estudos não exigirem o recrutamento de grandes amostras familiares, nem o 

conhecimento biológico prévio do fenótipo analisado (BUSH & MOORE, 2012).  

Recentemente, uma série de GWAS descreveu a associação de SNPs com 

as concentrações de hemoglobina, volume corpuscular médio, ferro sérico, ferritina 

sérica, transferrina sérica, saturação da transferrina e receptor solúvel da 

transferrina, entre outros marcadores do status de ferro. No quadro 1 são 

apresentados os SNPs que, em no mínimo dois diferentes GWAS descritos na 

literatura, estiveram associados a no mínimo dois diferentes biomarcadores do 

status de ferro.  

Beanyamin e colaboradores (2009) foram pioneiros a investigar associações 

entre a bioquímica do status de ferro e dados de mapeamento do genoma completo. 

Nesse estudo australiano feito com uma amostra de 870 indivíduos com 

ascendência européia, a mutação HFE262Y (HFE - rs1800562), sabidamente 

relacionada com a hemocromatose hereditária tipo I, foi fortemente associada com 

aumentados níveis de ferro sérico e de saturação da transferrina. Além disso, um 

SNP no próprio gene da transferrina (TF – rs3811647) foi associado com 

concentrações aumentadas dessa proteína na circulação (BENYAMIN et al., 2009). 

Os autores observaram que as variantes identificadas desses dois genes explicaram 

mais de 40% da herdabilidade estimada para a transferrina sérica. À época, foi 

evidenciada a eficiência de GWAS em identificar polimorfismos associados com as 

variações no status de ferro.  

Entre 2009 e 2016, no mínimo 20 novos GWAS exploraram e replicaram 

associação de SNPs com marcadores hematológicos e bioquímicos do ferro em 

populações caucasianas (KOLLER et al., 2016; BENYAMIN et al., 2014; VAN DER 

HARST et al., 2012; MCLAREN et al., 2011; PICHLER et al., 2011; OEXLE et al., 

2010; TANAKA et al., 2010; KULLO et al., 2010; BENYAMIN et al., 2009a; 

BENYAMIN et al., 2009b, ANDREWS, 2009; FERREIRA et al., 2009), asiáticas 

(LIAO et al., 2014; KAMATANI et al., 2011; CHAMBERS et al., 2009) e afro-

americana (LI et al., 2014; CHEN et al., 2013; LO et al., 2011). Muitos genes 

relacionados ao metabolismo do ferro (TF, transferrina; TFR, receptor de 

transferrina; SLC40A1, ferroportina; PCSK7, protease análoga à furina, GAB3, 
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envolvida em rotas de sinalização inflamatória) e à eritropoese (EPO, eritropoetina, 

SPTA, alfa-espectrina, HBA2-HBA1 e HBB, cadeias alfa e beta da hemoglobina, 

G6PD, enzima do metabolismo energético no eritrócito e HBS1L-MYB e BCL11A, 

genes envolvidos na síntese de hemoglobina fetal, LUC7L, gene localizado na 

região flanqueadora do HBA1) foram associados com, no mínimo, um dos 

biomarcadores avaliados. Entretanto, apenas poucos polimorfismos nos genes 

TFR2, TMPRSS6 e HFE foram repetida e simultaneamente associados com 

múltiplos biomarcadores, em diferentes grupos étnicos (Quadro 1). 

Notoriamente, os três genes acima mencionados, que mais fortemente se 

associaram com o status de ferro da população geral, são também aqueles 

relacionados com doenças monogênicas do metabolismo do mineral (TRF2 e HFE – 

hemocromatoses; TMPRSS6 – IRIDA). Em vista das supostas funcionalidades 

destes genes na regulação da síntese de hepcidina, acredita-se que suas 

associações com os biomarcadores do ferro sejam intermediadas por seus efeitos 

sobre a produção deste hormônio (GALESLOOT et al., 2013; PICHLER et al., 2011; 

TRAGLIA et al., 2011). 

O receptor de transferrina 2 (TRF2), juntamente com a proteína HFE e o 

receptor de transferrina 1 (TFR1), é um importante sensor e regulador dos níveis 

séricos de ferro. Sua função biológica está relacionada com a capacidade de 

interagir com a transferrina sérica.  Supostamente, em situações de aumento da 

concentração sérica de ferro, o TRF1, acoplado à proteína HFE na membrana 

plasmática das células, excede sua capacidade de ligação à transferrina, dando 

espaço à ligação desta molécula com o TRF2. A ligação TF-TFR2 é então 

estabilizada pela HFE, deslocada do TFR1. Subsequentemente, o complexo HFE-

TFR2 interage com o receptor de membrana das BMPs, ativando-o e, deste modo, 

desencadeando a cascata de sinalização intracelular das SMADs. Os níveis de 

saturação da transferrina são então readequados em resposta a um aumento da 

produção de hepcidina e consequente redução na absorção e na mobilização do 

ferro (ESTATIEV & GASCHE, 2011). 

 O polimorfismo rs7385804 do TFR2 é localizado em uma região intrônica do 

gene e, assim, não provoca alterações estruturais na proteína. Embora se 

acreditasse que a troca de nucleotídeo (c.8204G>T) estivesse associada com 

expressão alélica diferencial do TFR2, verificou-se que, na presença desta variante, 

não houve diferença na abundância do mRNA do gene em amostras de fígado 
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humano (PICHLER et al, 2011). Além disso, a validação dos resultados de GWAS 

em estudo observacional não confirmou a associação desta variante com alterações 

significantes no status de ferro de mulheres chinesas (AN et al., 2012). 

Mais da metade dos GWAS que estudaram o status de ferro de populações 

caucasianas encontraram associação da variante HFE282Y (rs1800562) com mais de 

um biomarcador avaliado (Quadro 1), corroborando sua forte influência sobre o 

funcionamento da maquinaria de produção da hepcidina (MUCKENTHALER, 2014). 

Em alguns estudos, a variante HFE63D (rs1799945) também foi associada com 

aumentadas concentrações de ferro sérico (PICHLER et al., 2011) e de hemoglobina 

(CHEN et al., 2013), contudo, essas associações não foram sistematicamente 

reproduzidas.  

A frequência polimórfica (~4%) da mutação HFE282Y em regiões do norte 

europeu é contrastante com sua ausência em populações africanas (populações 

CEU e YRI - INTERNATIONAL HAPMAP PROJECT, 2014). Ainda assim, o efeito 

desta variante sobre o status de ferro parece ser independente da ancestralidade 

biogeográfica, já que, na população afro-americana, produto da miscigenação entre 

europeus e africanos, esta variante foi associada com aumentadas concentrações 

de hemoglobina (CHEN et al., 2013). Na população brasileira, também resultante de 

miscigenação entre europeus, africanos e indígenas, a frequência das variantes 

HFE282Y e HFE63D são baixas (~1,5% e ~11%, respectivamente) (BUENO, DUCH & 

FIGUEIREDO, 2006), ainda assim, estes polimorfismos foram associados com 

variações no status de ferro de doadores de sangue (SANTOS et al., 2010). 

Acompanhando a diversidade ancestral da nossa população (LIMA-COSTA et al., 

2015), importantes diferenças nas frequências alélicas das variantes HFE282Y e 

HFE63D são observadas entre as regiões do país e entre grupos de indivíduos com 

diferentes classificações étnicas (LEÃO et al., 2014). 
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Quadro 1. SNPs associados com marcadores do status de ferro em estudos de associação genômica ampla (GWAS). 

Gene SNP População Frequência alélica* Biomarcador do status de ferro Referência 

HFE 

rs1800562 
(HFE282Y) 

 
 

Australianos 
Europeus 
Europeus 

Norte americanos 
Norte americanos 

Europeus 
Norte americanos 
Norte americanos 

0,04 
0,04 
0,04 
0,06 
0,06 
0,07 
0,07 
0,08 

↑ Hb, ↑ VCM, ↑ HCM, ↑ Fe,  
↑ %Sat, ↑ Ferritina 

BENYAMIN et al., 2009 
SORANZO et al., 2009 
GANESH et al., 2009 
KULLO et al., 2010 
LO et al., 2011; 
TRAGLIA et al., 2011 
MCLAREN et al., 2011 
KOLLER et al., 2016 

TFR2 rs7385804 
Europeus 
Europeus 

0,35 
0,35 

↓ Ht, ↓ RBC, ↓ Fe 
GANESH et al., 2009 
PICHLER et al., 2011 

TMPRSS6 
rs855791 
(MT2736V) 

Australianos 
Europeus 
Indianos 

Japoneses 
Norte americanos 

Europeus 
Norte americanos 

0,42 
0,39 
0,47 
0,56 
0,44 
0,45 
0,44 

↓ Hb, ↓ VCM, ↓ HCM, ↓ Fe,  
↓ %Sat,  ↑ sTfr, ↓ Ferritina 

BENYAMIN et al,, 2009b 
GANESH et al., 2009 
CHAMBER et al., 2009 
KUMATANI et al, 2010 
KULLO et al., 2010 
TRAGLIA et al., 2011 
LI et al., 2013 

TMPRSS6 rs4820268 
Norte americanos 

Europeus 
0,47 
0,50 

↓ HCM, ↓ CHCM, ↓ Fe 
KULLO et al., 2010 
PICHLER et al., 2011 

* Frequência do alelo supostamente responsável pela direção da associação. 
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Polimorfismos no gene TMPRSS6 são relatados pelos GWAS como os mais 

fortemente associados com menores concentrações de ferro sérico e hemoglobina, 

bem como com índices eritrocitários indicativos de eritropoese deficiente em ferro, 

tanto na população europeia quanto na asiática e afro-americana (Quadro 1). Os 

polimorfismos rs4820268 (MT2521D) e rs855791 (MT2736V) parecem modificar a 

atividade normal deste gene, influenciar a produção hepática de hepcidina e, por sua 

vez, afetar a absorção intestinal do ferro dietético (NAI et al., 2011). Há ainda 

evidências que a variante MT2736V exerça efeitos pleiotrópicos sobre o metabolismo 

do ferro e da eritropoese, por mecanismos ainda não elucidados, que podem ser 

independentes das concentrações circulantes de hepcidina (GALESLOOT et al, 

2013; TRAGLIA et al., 2011; BENYAMIN et al, 2009).  

A significância do TMPRSS6 (matriptase 2 – MT2) no metabolismo do ferro 

não só é destacada pelos GWAS, como também por muitos estudos “in vitro” e “in 

vivo”, que atestaram a funcionalidade desta proteína no controle da expressão 

hepática de hepcidina. Modelos de camundongos mutantes, com deleção do 

domínio catalítico da matriptase-2 exibem aumento na expressão hepática de 

hepcidina, reduzida absorção de ferro dietético e desenvolvimento de anemia 

microcítica e hipocrômica grave. Ao contrário, em linhagens de células HepG2, a 

super expressão da matriptase-2 selvagem provoca reduzida ativação do promotor 

do gene HAMP (DU et al., 2008). Em humanos, a presença de mutações que 

provocam a perda de função do gene TMPRSS6 está associada ao desenvolvimento 

da anemia ferropriva refratária ao ferro (IRIDA – Iron-refractory Iron Deficiency 

Anemia).  

Os polimorfismos rs4820268 e rs855791 no TMPRSS6, apesar de não 

alterarem a atividade da matriptase-2 na mesma magnitude que as mutações 

associadas à IRIDA, de modos diferentes, parecem afetar a produção natural de 

hepcidina pelo fígado. O polimorfismo rs855791, no éxon 17 do gene, é a variante 

funcional mais importante, por causar uma substituição não sinônima de alanina por 

valina (c.2321A>G – p.A736V) no domínio catalítico da matriptase-2 e, assim, 

provocar redução significante na atividade dessa protease. Não obstante, indivíduos 

homozigotos para o alelo polimórfico do rs855791 (MT2736V/MT2736V) exibem 

maiores concentrações séricas de hepcidina e menores valores de ferro e saturação 

da transferrina quando comparados aos homozigotos para o alelo selvagem 

(MT2736A/MT2736A) (NAI et al., 2011). Nos diferentes grupos étnicos, uma grande 
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proporção da população é carreadora da variantes MT2736V (Quadro 1). Sua 

frequência alélica na Europa e na Ásia é de 45% a 50%, enquanto, em populações 

africanas, é estimada em 10% (INTERNATIONAL HAPMAP PROJECT, 2005). 

O polimorfismo rs4820268 no éxon 13 (c.1536G>A – p.D521D) não causa 

uma substituição de aminoácidos na sequência da matriptase-2. Ainda assim, a 

presença desse polimorfismo mostrou estar associada à expressão alélica 

diferencial do mRNA do TMPRSS6 no fígado (PICHLER et al., 2011). Tal efeito, 

contudo, pareceu não resultar em diferença significante na atividade normal da 

matriptase-2. Uma vez que o rs855791 existe em forte desequilíbrio de ligação com 

o rs4820268 (r2 entre 0,7 e 0,9), as associações encontradas entre o último 

polimorfismo e o status do ferro podem ser secundárias àquelas condicionadas pelo 

primeiro (NAI et al., 2011; PICHLER et al., 2011). Entretanto, há evidências que os 

dois polimorfismos atuem sinergicamente quando em haplótipo (GAN et al., 2012). 

Em conjunto, as informações expostas destacam que as variantes comuns 

dos genes TMPRSS6 e HFE exercem impacto importante sobre a homeostase do 

ferro. Para o grupo populacional de mulheres na idade reprodutiva, as variantes 

HFE282Y e HFE63D, em vista de seus supostos efeitos positivos sobre a absorção 

intestinal do ferro dietético, são apontadas como potenciais marcadores genéticos 

de proteção à deficiência de ferro (DATZ et al., 1998; TERADA et al., 2009; 

BLANCO-ROJO et al., 2011). Por outro lado, poucos estudos investigaram os efeitos 

das variantes do gene TMPRSS6 sobre o status do ferro de mulheres adultas e, 

dentre esses, resultados inconsistentes foram obtidos quando populações distintas 

foram avaliadas (BAEZA-RICHER et al., 2015; CHENG et al., 2014; HE et al., 2013; 

SORENSEN et al., 2012; BLANCO-ROJO et al., 2011, TANAKA et al., 2010; 

BENYAMIN et al., 2009). 

Nos Estados Unidos, He e colaboradores reportam que a variante MT2736V se 

associou com reduzido estoque corporal de ferro entre mulheres do Nurses’ Heatlh 

Study (HE et al., 2012) e, neste mesmo país, um pequeno estudo de base hospitalar 

encontrou outras variantes no gene TMPRSS6 (rs2235324 e rs2235321), mas não a 

MT2736V, associadas com a deficiência de ferro (LEE et al., 2012). Blanco-Rojo e 

colaboradores (2011) não encontraram qualquer relação entre as variantes do 

TMPRSS6 e as concentrações de transferrina de espanholas em idade reprodutiva 

(BLANCO-ROJO et al., 2011) e a falta de associações do mesmo alelo com a 

ferritina foi descrita por outro estudo com doadoras de sangue na Dinamarca 
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(SORENSEN et al., 2012). Na China, por outro lado, An (2012), Pei (2014) e seus 

colaboradores observaram que a variante MT2736V estava não somente associada 

com menores concentrações de ferro sérico e hemoglobina, mas também era fator 

de risco genético à deficiência de ferro e à anemia ferropriva entre as mulheres 

idosas (AN et al., 2012) e na idade reprodutiva (PEI et al., 2014) daquela população. 

O conflito entre os estudos acima citados pode se relacionar aos seus 

delineamentos, que combinam indivíduos saudáveis e doentes, com faixas etárias 

distantes e com exposição a diferentes fatores fisiológicos, ambientais e 

comportamentais não controlados. Ao se considerar que o prejuízo na absorção do 

ferro dietético é o principal mecanismo pelo qual as variantes do TMPRSS6 afetam a 

homeostase do mineral, a relação genótipo-fenótipo pode ser mascarada ou 

evidenciada por fatores que modificam sua biodisponibilidade na dieta. Ao passo 

que essas variantes são fatores de proteção à hemocromatose (GAN et al., 2012) e 

moduladoras da expressividade desta doença (VALLENTI et al., 2012), 

possivelmente, são também determinantes da eficiência de absorção do ferro 

dietético e, assim, da resposta dos biomarcadores do mineral ao seu consumo 

alimentar.  

2.3 DIETA E STATUS DE FERRO  

Fleming (1998), Liu (2003) e seus colaboradores descreveram dois dos mais 

importantes estudos epidemiológicos sobre o papel da dieta no status de ferro de 

populações aparentemente saudáveis. Em uma amostra originalmente composta por 

5127 americanos participantes do Framingham Heart Study, os principais fatores 

dietéticos associados com as reservas corporais de ferro foram: o consumo de ferro 

heme, de suplementos de ferro, de vitamina C, de álcool e de café (FLEMING et al., 

1998). Entre mulheres do Nurses´ Health Study, ferro heme, suplementos de ferro e 

álcool também foram determinantes dietéticos das concentrações séricas de ferritina 

(LIU et al., 2003). A observação, nestes estudos, de que o consumo de ferro em si 

não se relacionou com os biomarcadores do mineral é frequentemente descrita 

(FBN, IOM, 2001) e é coerente com os achados de trabalhos experimentais, 

realizados com alimentos e refeições isolados, os quais confirmam que a absorção 

do ferro dietético depende muito mais de sua biodisponibilidade que de seu 

conteúdo total na dieta (RICKARD et al., 2009; FLEMING et al., 1998; HALLBER, 

HULTHÉN, 2000). 
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Visando facilitar o entendimento da relação entre dieta e status de ferro, mais 

de dez diferentes algoritmos de predição da biodisponibilidade de ferro em refeições 

e/ou dietas completas foram propostos nos últimos 40 anos (COLLINGS et al., 2013; 

ARMAH et al. 2013; HUNT, 2010; RICKARD et al., 2009; CONWAY et al., 2007; 

REDDY, 2005; MONESEN et al., 1978). As mais confiáveis dessas equações foram 

derivada de ensaios laboratoriais com humanos, nos quais foram testadas a 

absorção e a utilização do ferro heme e não heme após marcá-los com 

radioisótopos ou isótopos estáveis do mineral em refeições ou dietas completas 

quimicamente caracterizadas (MONSEN et al., 1978; REDDY et al., 2000; 

HALLBERG & HULTHÉN, 2000; ARMAH et al., 2013; COLLINGS et al., 2013). 

Nesses mesmos ensaios, o efeito que o estado nutricional de ferro exerce, por si, 

sobre a biodisponibilidade do mineral, foi também estabelecido (HUNT, 2010; 

FAIRWEATHER-TAIT, COLLINGS, 2010). Assim, depois de levada em consideração 

a influencia inversamente proporcional entre a magnitude das reservas corporais de 

ferro e sua taxa de absorção intestinal, os diferentes autores resumiram, em 

equações matemáticas, os efeitos ajustados de componentes da dieta sobre a 

biodisponibilidade do mineral (REDDY, 2005).  

Estão entre as potenciais utilidades práticas dos algoritmos de 

biodisponibilidade de ferro a avaliação da adequação do consumo alimentar e a 

predição do efeito de diferentes intervenções dietéticas sobre o status do mineral, 

tanto em nível individual, quanto populacional (HUNT, 2010). Contudo, limitações em 

suas aplicações incluem a necessidade de obtenção de dados acurados sobre a 

forma química do ferro presente nos alimentos (ferro heme é mais bem absorvido 

que ferro não heme) e do conteúdo de outros nutrientes e não nutrientes, muitas 

vezes indisponíveis nas tabelas de composição química (HUNT, 2010; LYNCH, 

2005; REDDY, 2005). A vitamina C, o álcool e os tecidos animais (carne, peixe e 

frango) são alguns dos fatores dietéticos que aumentam a biodisponibilidade do ferro 

não heme, enquanto que, o cálcio, o fitatos e os polifenóis são, por exemplo, fatores 

dietéticos que a diminuem (HUNT, 2010; RICKARD et al., 2009; CONWAY et al., 

2007; REDDY, 2005). 

Monsen e colaboradores (1978) foram pioneiros ao criarem o modelo mais 

tradicional para avaliação da biodisponibilidade do ferro em refeições. Com base em 

dados obtidos na época, taxas de absorção de ferro heme entre 15% e 35% foram 

atribuídas a indivíduos com diferentes reservas corporais de ferro (valores cogitados 
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de 0, 250, 500 ou 1000 mg). Já para o ferro não heme, taxas de absorção que 

variavam de 2% a 20% foram propostas, a depender do somatório do conteúdo de 

vitamina C e de tecidos animais em cada refeição (MONSEN et al., 1978). Nenhum 

efeito dos elementos dietéticos reconhecidos como inibidores da absorção do ferro 

foi assumido nesse algoritmo, o que, anos mais tarde, motivou alguns pesquisadores 

a modificar o modelo inicial. Com base principalmente em observações não 

laboratoriais, Tseng (1997), Bhargava (2000), Du (2000) e seus colaboradores, 

incluíram, no modelo, correções para efeitos presumidos do fitato e de chás (ricos 

em polifenóis) sobre a absorção do ferro não heme, a fim de possibilitar a utilização 

do algoritmo na avaliação de dietas orientais, pobres em carnes (BHARGAVA et al., 

2001; DU et al., 2000; TSENG et al., 1997). 

O mais complexo dos algoritmos já publicado foi desenvolvido por Hallberg e 

Húlthen (2000). Esses autores estimaram acuradamente o efeito dos mais 

conhecidos inibidores (fitato, polifenóis, cálcio, proteína de soja, ovo) e facilitadores 

(vitamina C, tecidos animais e álcool) da absorção do mineral, bem como o efeito 

interativo entre alguns deles (por exemplo, redução dos efeitos atribuídos ao fitato e 

aos polifenóis na presença de vitamina C ou tecidos animais). Além disso, equações 

de regressão obtidas entre determinações individuais da concentração sérica de 

ferritina e valores de absorção de doses referências foram utilizadas para o ajuste 

das estimativas de biodisponibilidade do ferro heme e não heme em função do 

status corporal do mineral (HALLBERG & HULTHÉN, 2000).  

Reddy e colaboradores (2000) publicaram, no mesmo ano, outro algoritmo de 

predição da absorção do ferro não heme, também baseado em refeições. 

Entretanto, esse modelo foi limitado ao computar apenas os efeitos isolados de 

tecidos animais, vitamina C e fitato, sendo, assim, uma alternativa mais simplificada 

ao algoritmo de Hallberg e Húlthen (2000) (REDDY et al., 2000). Propostas 

posteriores de algoritmos de predição da absorção do ferro não heme baseados em 

refeições foram geradas a partir de meta-análise (CONWAY et al., 2007), de ensaios 

com curvas de ferro sérico (RICKARD et al., 2009) ou de ensaios de dialisabilidade 

in vitro (CHIPLONKAR & AGTE, 2006). Entretanto, esses modelos não tiveram suas 

validades apropriadamente atestadas por estudos externos (HUNT, 2010).  

Por muitos anos, argumentou-se que o somatório do ferro biodisponível 

calculado em cada refeição de um dia poderia ser assumido como o total da dieta 

em avaliação (MONSEN et al., 1978; HALLBERG & HULTHÉN, 2000; HALLBERG, 
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2000). Entretanto, alguns autores relatam discrepâncias importantes nos resultados 

de absorção de ferro de refeições teste e de dietas completas, monitoradas por 

períodos de 2 a 10 semanas, mesmo asseguradas similaridades na composição 

química dos alimentos consumidos (COOK, 1991; HUNT & ROUGHEAD, 2000; 

HUNT, 2010). Com esses achados, foi sugerido que, frente ao consumo regular de 

determinados elementos dietéticos, indivíduos com pequenas necessidades 

fisiológicas do mineral poderiam adaptar seus mecanismos de absorção, a fim de 

manter suas reservas corporais homeostáticas. Essa adaptação atenuaria, então, os 

efeitos presumidos da dieta sobre as variações no status corporal de ferro (COOK, 

1991; HUNT & ROUGHEAD, 2000). Em resposta a essa premissa e com o intuito de 

suplantar a suposta deficiência dos algoritmos baseados em refeições em 

superestimarem ou subestimarem os efeitos de facilitadores ou inibidores da 

absorção do ferro, dois novos modelos para predição da biodisponibilidade do 

mineral, baseados em dietas completas, foram recentemente publicados 

(COLLINGS et al., 2013; ARMAH et al., 2013). 

Há que se considerar que muitos componentes dietéticos não reconhecidos 

pelos algoritmos de biodisponibilidade de ferro possam ter influência importante 

sobre a absorção e utilização do mineral (HALLBERG & HULTHÉN, 2000) e que 

efeitos interativos entre componentes já identificados não estejam suficientemente 

ponderados nos modelos atualmente disponíveis (LYNCH, 2005). Não é surpresa, 

assim, que a precisão e a acurácia das predições de biodisponibilidade obtidas com 

essas equações sejam ainda questionáveis (HUNT, 2010; ZIMMERMAN et al., 2005; 

BEARD et al., 2007; LYNCH, 2005). Além disso, entre os poucos estudos 

populacionais que buscaram avaliar a validade de alguns algoritmos em predizer 

variações no status de ferro (ZIMMERMAN  et al., 2005; BEARD et al., 2007), 

importantes limitações metodológicas foram identificadas (HUNT, 2010; LYNCH, 

2005), o que ainda torna inconclusiva a questão sobre qual método melhor de aplica 

aos diferentes tipos de dietas. 

Hunt (2010) e Lynch (2005), em suas revisões críticas sobre a validade dos 

algoritmos de biodisponibilidade de ferro, relatam que comparações entre estudos 

são muitas vezes limitadas pela falta de consenso na definição do termo 

“biodisponibilidade” (HUNT, 2010; LYNCH, 2005). Neste sentido, comitês científicos 

que propõe valores de referência de ingestões dietéticas, como a Organização das 

Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO, 2001) e o Instituto de Medicina 
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dos Estados Unidos (FNB, IOM, 2001), definem a biodisponibilidade de ferro como a 

fração do conteúdo total consumido capaz de ser extraída da dieta por indivíduos 

com mínimas reservas corporais do mineral, sem comprometimentos das funções 

fisiológicas dele dependentes (FAO, 2001; FNB, IOM, 2001; LYNCH, 2005). Como 

exemplo, nas referências de ingestão dietética (DRI – Dietary Reference Intakes), 

atribui-se para a dieta de norte-americanos uma biodisponibilidade de ferro de 18% 

(FNB, IOM, 2001), ainda que o valor não ajustado de sua absorção total, nesta 

população, tenha sido estimado em 3,7% (ARMAH et al., 2015). Assim, por 

definição, estimativas de biodisponibilidade devem refletir a média da máxima 

habilidade fisiológica de absorção do ferro por indivíduos não anêmicos e com 

mínimos valores de ferritina (~15 µg/L), e não como a média de absorção por 

indivíduos com variadas magnitudes de reservas corporais do mineral (LYNCH, 

2005).  

Recentemente, visando à obtenção de estimativas com a acurácia aceitável 

para os ajustes de referências de ingestão dietética, foi proposto um método 

alterativo de estimativa da biodisponibilidade dietética de ferro a partir de dados 

pontuais de seu consumo habitual e do seu status corporal (DAINTY et al., 2014). 

Esse método se baseia em um modelo probabilístico de aproximação, onde curvas 

de distribuição das necessidades fisiológicas de ferro são comparadas a uma série 

de valores teóricos de absorção do ferro total estimado nas dietas, a fim de 

estabelecer, para a população estudada, a relação entre a biodisponibilidade média 

do mineral e a probabilidade de inadequação do seu consumo e/ou status corporal. 

A partir das médias de inadequação do consumo de ferro calculadas para cada 

intervalo de absorção teórica, é estimado, por aproximação, o valor que seria 

compatível com a prevalência observada de indivíduos com adequação do seu 

status corporal (ferritina ≥ 15 µg/L) (DAINTY et al., 2014).  

Uma vantagem deste último modelo, em relação aos algoritmos de 

biodisponibilidade, é a dispensa da coleta de dados quantitativos de ferro heme ou 

de inibidores e facilitadores da absorção do ferro não heme, como já citado, muitas 

vezes de difícil obtenção (por exemplo, fitato e polifenóis) (DAINTY et al., 2014; 

HUNT, 2010). Por outro lado, por gerar uma única média populacional, variações 

interpessoais da biodisponibilidade do mineral não são calculadas por esse modelo. 

Além disso, sua aplicação é válida somente para grupos de indivíduos em balanço 

estacionário do ferro corporal (DAINTY et al., 2014) que, por sua vez, é estabelecido 
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após longo prazo de invariabilidade das necessidades fisiológicas e do consumo 

dietético individuais (HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 1998). Assim, crianças e 

adolescentes em crescimento, mulheres com mudanças transitórias das perdas de 

ferro (períodos perimenarcal, gestacional, perimenopausal ou de mudança recente 

no uso de anticoncepcionais hormonais) e indivíduos com mudanças recentes no 

consumo e/ou na biodisponibilidade do ferro dietético (por exemplo, histórico recente 

de mudança dos hábitos alimentares ou no uso de suplementos) são exemplo de 

grupos populacionais para os quais este método não é recomendado (DAINTY et al., 

2014; HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 1998),.  

Como extensivamente pesquisado por Hallberg e seus colaboradores, 

utilizando uma variedade de modelos matemáticos desenvolvidos em seu 

laboratório, períodos tão longos quanto 12 e 36 meses são necessários para que um 

balanço estacionário do ferro corporal seja estabelecido em resposta a variações na 

biodisponibilidade dietética de ferro e/ou nas necessidades fisiológicas do mineral 

(HALLBERG, 2000; HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 1998; HALLBERG, 

HULTHÉN & GARBY, 2000). Mudanças abruptas e com grande impacto sobre o 

balanço de ferro podem resultar em prolongações ainda maiores no estabelecimento 

do equilíbrio entre a absorção e as suas perdas corporais. Exemplo disso é a 

doação voluntária de sangue que, entre mulheres na idade reprodutiva, pode 

acarretar em um risco substancialmente aumentado de deficiência de ferro, até dois 

anos após a última doação (CABLE et al., 2012). 

Neste sentido, considerando-se uma mulher na idade reprodutiva (~60 kg de 

peso corporal), com necessidade fisiológica mediana de ferro (~20 µg de Fe / kg de 

peso/ dia) e com dieta típica das populações ocidentais (~30 µg de Fe / kg de peso/ 

dia), estima-se que suas reservas corporais do mineral sejam estabilizadas em cerca 

de 70 mg (ferritina sérica ~ 20 µg/L) e que sua concentração de hemoglobina 

circulante esteja próxima de 13,5 g/dL (HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 2000). E, 

ainda, que mais de 230 mg de ferro sejam perdidos com uma unidade de doação de 

sangue (450-500 ml) (CABLE et al., 2012), o que, por consequência, levaria a um 

déficit momentâneo de 160 mg do ferro corporal total e queda da concentração de 

hemoglobina para cerca de 12,0 g/dL (HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 2000). Em 

concordância com os achados do estudo epidemiológico citado acima (CABLE et al., 

2012), mais de dois anos são supostamente necessários para que o status de ferro 

anterior à doação de sangue seja reestabelecido, mesmo que 80% da recuperação 
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ocorra no primeiro ano (HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 2000; HALLBERG, 

HULTHÉN & GARBY, 1998).  

Outros fatores não dietéticos que afetam o balanço corporal de ferro e/ou a 

relação da biodisponibilidade dietética com seu status corporal incluem a idade, o 

índice de massa corporal (IMC), o tabagismo, o grau de atividade física, o uso 

crônico de aspirina e o uso crônico de inibidores de bombas de próton (PYNAERT et 

al., 2008; CADE et al., 2005;, FBN, IOM 2001). A gravidez e a lactação podem 

repercutir em alterações da homeostase do ferro até 24 meses após o parto 

(BODNAR, COGSWELL, MCDONALD, 2005). A presença de infecções, inflamações 

e doenças crônicas (incluindo a obesidade) também influenciam o status do mineral, 

independentemente de outras variáveis (HENTZE et al., 2010; TUSSING-

HUMPHREYS et al., 2009). Não obstante, métodos de correção dos valores de 

ferritina pela presença de inflamação têm sido propostos, a fim de contornar os 

problemas relacionados com a interpretação dos resultados deste biomarcador em 

populações com alta prevalência de obesidade e/ou de doenças infectocontagiosas 

(GARTNER et al., 2013; WHO, 2012). Os efeitos que os fatores não dietéticos 

exercem sobre a absorção e a utilização do ferro são mediados pela ação da 

hepcidina que, como já citado, tem sua produção determinada não só pelas reservas 

de ferro,  mas também pela inflamação, hipóxia e atividade eritropoética (ESTATIEV 

& GASCHE, 2011). 

  

2.4 TMPRSS6, DIETA E STATUS DE FERRO 

Resultados de ensaios de absorção de ferro indicam que a biodisponibilidade 

do mineral, em diferentes refeições ou dietas completas, pode variar de 1 a 58% 

entre homens e mulheres aparentemente saudáveis. Uma pequena fração dessa 

variação é atribuída à composição química das refeições testadas, enquanto a maior 

parte se deve às diferenças nas reservas corporais de ferro entre os indivíduos 

(ARMAH et al., 2013; HUNT, 2010). No entanto, mesmo depois que componentes 

dietéticos conhecidos por influenciar a biodisponibilidade de ferro e os valores 

individuais de ferritina sérica são levados em consideração, juntos, o estoque de 

ferro e a composição da dieta explicam apenas 50% da variação nos valores 

observados de sua absorção, sugerindo um que um forte componente genético está 

relacionado com este processo (ZIMMERMAN et al., 2010).   
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Em condições de eritropoese acelerada, como na β-talassemia e em outras 

anemias hemolíticas congênitas, as reservas corporais de ferro exercem influência 

relativamente menor sobre a biodisponibilidade do ferro dietético que aquela 

observada em indivíduos saudáveis (ZIMMERMAN et al., 2008). Possivelmente isso 

faz com que os efeitos de fatores genéticos relacionados com a eficiência de 

absorção do mineral tenham importâncias relativamente maiores nestas condições.  

No presente trabalho, foi estudada a importância relativa que a 

biodisponibilidade estimada de ferro dietético e que genótipos TMPRSS6 tem sobre 

as variações em biomarcadores do seu status corporal entre mulheres com 

atividades eritropoética normal ou aumentada. Para tanto, além de um estudo 

transversal observacional com universitárias em idade reprodutiva aparentemente 

saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal (Estudo 1), foi conduzido 

outro estudo, do tipo caso-controle, com mulheres diagnosticadas com β-talassemia 

menor (Estudo 2). Testaram-se as hipóteses de que: 1) a relação da dieta com os 

biomarcadores do status de ferro é modificada por variantes do gene TMPRSS6 

entre mulheres com atividade eritropoética normal; e 2) o impacto de variantes do 

gene TMPRSS6 sobre os biomarcadores do status de ferro é mais pronunciado 

entre as mulheres com atividade eritropoética relativamente aumentada. 

Com os resultados obtidos, pretende-se melhorar o entendimento sobre como 

variantes genéticas afetam o metabolismo do ferro e, possivelmente, a resposta 

individual ao consumo alimentar entre indivíduos com diferentes riscos à sua 

deficiência ou sobrecarga corporal.  Os achados poderão contribuir para o 

aperfeiçoamento de ações de saúde pública e recomendações dietéticas 

individualizadas voltadas à prevenção e ao tratamento dos desequilíbrios na 

homeostase do mineral. 
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3  OBJETIVO  

3.1 GERAL 

Avaliar a relação entre genótipos TMPRSS6, o consumo de ferro 

biodisponível e o seu status corporal em condições normais (mulheres 

aparentemente saudáveis) ou de aumento da atividade eritropoética (β-talassemia 

menor). 

3.2 ESPECÍFICOS 

Avaliar: 

1) a associação entre diferentes estimativas de biodisponibilidade dietética de 

ferro e biomarcadores do seu status corporal entre mulheres adultas 

aparentemente saudáveis (Estudo 1 - Artigo 1); 

 

2) a importância relativa de genótipos TMPRSS6 e da biodisponibilidade 

estimada do ferro dietético em predizer variações nos biomarcadores do 

seu status corporal entre mulheres adultas aparentemente saudáveis 

(Estudo 1 - Artigo 2); 

 
3) a importância relativa de genótipos TMPRSS6 em predizer variações nos 

biomarcadores do seu status corporal entre mulheres adultas 

aparentemente saudáveis e com β-talassemia menor (Estudo 2 - Artigo 3); 
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4 CASUÍSTICA 

4.1 ESTUDO 1  

4.1.1. Delineamento   

Entre os meses de maio de 2014 e junho de 2016, foi realizado estudo 

transversal observacional com mulheres aparentemente saudáveis, selecionadas 

entre estudantes da Universidade de São Paulo (USP) por amostragem não 

probabilística de conveniência. O dimensionamento da amostra foi calculado pelo 

Instituto de Matemática e Estatística (IME) da USP. Assumiu-se a estratificação das 

mulheres segundo consumo estimado de ferro biodisponível e diferentes 

classificações genotípicas em grupos com representação mínima de 3,78% da 

amostra. Um total de 131 mulheres foi calculado, visando o suficiente poder de teste 

(1 – β = 80%) para detectar diferença significativa (α = 5%) de no mínimo um desvio 

padrão nas médias geométricas de ferritina sérica. 

O recrutamento de voluntárias foi feito por mensagens eletrônicas (e-mails) 

encaminhadas pelas secretarias de graduação e pós-graduação às estudantes de 

cursos oferecidos por faculdades e institutos localizados na cidade de São Paulo - 

SP. Cartazes de divulgação do estudo também foram afixados em murais 

autorizados nesses estabelecimentos. As estudantes dispostas a se voluntariar ao 

estudo acessaram um sítio eletrônico exclusivo da pesquisa 

(http://www.zeroonze.com.br/pesquisa/cadastro/), no qual fizeram cadastro de nome 

e endereço eletrônico, declarando que desejavam candidatar-se, estando cientes de 

que sua candidatura não implicaria em sua seleção. Mensagens de confirmação do 

voluntariado foram enviadas aos endereços eletrônicos cadastrados no sistema.  

Em um primeiro contato, as estudantes foram orientadas a ler o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊDICE 1) do estudo e, se aceitassem 

os objetivos e as condições apresentados, a preencher uma ficha cadastral e 

responder a um questionário de elegibilidade online (APÊNDICE 2). Por este 

questionário, estruturado em 12 questões, foram coletadas informações sobre 

estado de saúde e estilo de vida (diagnóstico de doença crônica ou diagnóstico de 

parasitose intestinal recente, uso de medicamentos ou suplementos vitamínico-

minerais, história de mudança dos hábitos alimentares ou do peso corporal e uso 
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abusivo de tabaco e álcool), de história obstétrico-ginecológica (regularidade do ciclo 

menstrual e história de gravidez ou amamentação recentes) e de perda ou reposição 

de sangue (doação ou transfusão de sangue, perda acidental de sangue ou cirurgia 

de grande porte recentes). Além disso, o diagnóstico de obesidade ou de 

desnutrição foi feito pela classificação do índice de massa corporal (IMC), calculado 

a partir dos valores auto relatados de estatura (em metros) e de peso corporal (em 

quilogramas) inseridos no sistema.  

Candidatas que atenderam aos critérios de inclusão foram orientadas, via e-

mail, a preencher três Registros Alimentares Pela Internet (RAPIs), em dias não 

consecutivos, no sistema Nutriquanti de acompanhamento do consumo alimentar 

(GALANTE, 2007) (APÊNDICE 3). Além disso, receberam instruções para 

preenchimento de um Questionário de Frequência Alimentar (QFA) no mesmo 

sistema (FISBERG et al., 2008; GALANTE, 2004) (APÊNDICE 4).  

Sub-relato ou superrelato da ingestão energética foram considerados 

critérios de exclusão das mulheres no presente estudo. Assim, somente as 

estudantes com os RAPIs devidamente preenchidos e com dados de consumo 

alimentar aparentemente válidos tiveram data e horário agendados para que, depois 

de jejum de no mínimo oito horas, se apresentassem na FCF/USP para assinar o 

TCLE, coletar amostras de sangue, responder questionários de caracterização geral 

e ter medidas antropométricas aferidas.  

4.1.2. Critérios de inclusão 

 Idade entre 18 e 45 anos; 

E que, no questionário de elegibilidade, relataram: 

o Menstruação regular (ciclo menstrual de 28 dias ± 7 dias) nos últimos 

dois anos e não terem: 

 estado grávidas e lactantes nos últimos dois anos; 

 doado sangue, sofrido trauma ou recebido transfusão sanguínea 

nos últimos dois anos; 

 diagnóstico de parasitose intestinal nos últimos dois anos; 

 feito grandes mudanças em seus hábitos alimentares nos 

últimos seis meses; 

 feito uso contínuo de medicamentos e/ou suplementos 

vitamínico-minerais nos últimos seis meses; 
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 feito uso abusivo de álcool (>30g/dia ou 14 doses por semana) 

nos últimos seis meses; 

 sido fumantes nos últimos seis meses; 

 apresentado IMC ≥ 30 kg/m2 (obesidade) ou ≤ 17 kg/m2 

(desnutrição) nos últimos seis meses; 

 diagnóstico de doença crônica grave, incluindo Diabetes 

Mellitus, Hipertensão, Dislipidemias, Sobrecarga de ferro, 

Talassemias, Doença inflamatória intestinal, Úlcera gástrica, 

Doença celíaca, Doenças hemorrágicas, Doenças Renais ou 

Doenças Hepáticas. 

 

Foram excluídas da amostra final as mulheres com: 

 dados de ingestão energética subestimado ou superestimado; 

 anemia (Hb < 12 g/dL), macrocitose (VCM > 100 fl), microcitose (VCM < 80 fl) 

ou anisocitose (RDW > 14,5) não associadas à deficiência de ferro; 

 Infecção e/ou inflamação clinicamente importante (PCR > 10 mg/L)  

4.1.3. Aspectos éticos 

Os procedimentos para o desenvolvimento da pesquisa respeitaram as 

preconizações da Resolução número 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho 

Nacional de Saúde. O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) da FCF/USP (Parecer número: 228.946/03-2013 – ANEXO 1). Somente 

participaram como voluntárias as estudantes que leram, entenderam e aceitaram os 

objetivos e os procedimentos descritos no Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). Amostras de sangue, dados antropométricos e de 

caracterização geral foram obtidos somente após a assinatura do TCLE. O direito 

das estudantes desistirem de participar da pesquisa ficou garantido a qualquer 

momento, sem que houvesse qualquer tipo de constrangimento. A participação no 

estudo foi confidencial e os resultados foram arquivados apenas para fins de 

publicação científica. Não foi fornecida nenhuma forma de pagamento decorrente da 

participação na pesquisa.  

Os possíveis riscos ou desconfortos relacionados com a participação neste 

estudo incluíram a dor referente à picada da agulha para a coleta de sangue e a 
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tontura causada pela hipoglicemia de jejum, que foi contornada pela equipe do 

Laboratório de Minerais em Alimentos e Nutrição, fornecendo-se lanche às 

participantes, imediatamente após a coleta de sangue.  

O material utilizado durante a realização da pesquisa foi identificado por 

códigos e armazenado em biorrepositório na FCF/USP, sob responsabilidade da 

pesquisadora Doutora Célia Colli. A reutilização das amostras biológicas e 

informações coletadas em pesquisa futura somente ocorrerão mediante submissão 

de novo projeto de pesquisa ao CEP da FCF/USP e assinatura de novo TCLE pelos 

sujeitos da pesquisa. 

Os resultados individuais dos exames hematológicos e bioquímicos e das 

medidas antropométricas foi entregue a todas as voluntárias, via e-mail. As 

estudantes que apresentaram alterações nos exames hematológicos e bioquímicos 

realizados foram encaminhadas à assistência médica pela Doutora Maria Stella 

Figueiredo (CRMSP. 44403) da Escola Paulista de Medicina da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP). Ao final do estudo, os resultados individuais dos 

testes genéticos foram entregues àquelas que, no TCLE, declaram o desejo de 

conhecer essas informações.  

4.2. ESTUDO 2 

4.2.1. Delineamento 

Dados de um estudo caso-controle sobre dieta, ácido fólico e imunidade, 

intitulado “Efeitos do ácido fólico não metabolizado na metilação global do DNA, na 

expressão de RNAm e na citotoxicidade das células NK em indivíduos expostos a 

fortificação compulsória com ácido fólico e/ou em uso terapêutico desta vitamina”, 

foram utilizados no presente estudo (PANIZ, 2015).  De novembro de 2013 a 

dezembro de 2014 foram recrutados indivíduos aparentemente saudáveis da 

comunidade universitária local e indivíduos com β-talassemia menor atendidos nos 

Ambulatórios de Hematologia: 1) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), 

2) da Irmandade Santa Casa de Misericórdia de São Paulo e 3) da Faculdade de 

Ciências Médicas e da Saúde da Pontifícia Universidade Católica (PUC) de 

Sorocaba-SP.  
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4.2.2. Critérios de inclusão 

 Indivíduos com β-talassemia menor 

No estudo original (PANIZ, 2015), foram incluídos 50 indivíduos com 

diagnóstico de β-talassemia menor, maiores de 18 anos, de ambos os gêneros, que 

eram atendidos nos ambulatórios de Hematologia acima citados. Foram excluídos do 

estudo os etilistas crônicos, pacientes com infecções, com doenças crônicas não 

controladas ou em uso de medicações imunossupressoras. Para o presente estudo, 

somente os dados de mulheres foram utilizados. Foram ainda excluídas da amostra 

final aquelas com histórico de transfusão ou doação de sangue, gestação ou 

amamentação recentes (< 12 meses) e aquelas com diagnóstico prévio de 

sobrecarga de ferro. 

 Indivíduos aparentemente saudáveis 

No estudo original (PANIZ, 2015), foram incluídos 136 indivíduos 

aparentemente saudáveis com idade maior de 18 anos, provenientes da 

comunidade, pareados quanto ao gênero, idade, estado nutricional (IMC) e 

escolaridade (anos) com os pacientes com esferocitose hereditária e β-talassemia 

menor ou recrutados para um estudo prospectivo de intervenção com 5 mg/dia de 

ácido fólico. Foram excluídos do estudo os etilistas crônicos, portadores de doenças 

crônicas não controladas e aqueles que estiveram em uso de polivitamínicos ou 

fizeram uso destes nos últimos 6 meses. Foram ainda excluídas da amostra final 

aquelas com histórico de transfusão ou doação de sangue, gestação ou 

amamentação recentes (< 12 meses). 

4.2.3. Aspectos éticos 

Todos os indivíduos participantes do estudo foram informados sobre os 

objetivos do projeto e consultados sobre a vontade de participar da pesquisa. Os 

que foram favoráveis assinaram o TCLE. O projeto foi aprovado nos Comitês de 

Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade 

de São Paulo sob parecer número 69/2012 em 25/09/2012; da Universidade Federal 

de São Paulo sob parecer número 69574 em 08/08/2012; e da Irmandade Santa 

Casa de Misericórdia de São Paulo sob parecer número 230.882 em 27/03/2013.  

Um adendo do projeto inicial, descrevendo os objetivos do presente estudo, 

foi enviado para apreciação dos comitês de ética acima citados em janeiro de 2014.  
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Os indivíduos que já haviam tido suas amostras coletadas antes desse período, 

lerem, entenderam e assinaram um novo TCLE contendo a descrição dos 

procedimentos de genotipagem das variantes HFE e TMPRSS6, assim como as 

análises bioquímicas e dietéticas relacionadas ao ferro. A partir de fevereiro de 

2014, todos os participantes estiveram em acordo com o novo TCLE (APÊNDICE 5).  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 ESTUDO 1  

5.1.1 Coleta de dados gerais 

Informações sobre identificação (idade, naturalidade, estado civil, cor da pele 

autodeclarada, profissão e grau de formação), história clínica (histórico de sinais e 

sintomas e uso precedente de medicamentos ou suplementos), história de perdas ou 

reposição de sangue (doação ou transfusão de sangue precedente), história 

comportamental (vegetarianismo, histórico de modificação de hábitos alimentares, 

frequência semanal de refeições) e história obstétrico-ginecológica (histórico de 

início, intervalo e duração do ciclo menstrual, auto avaliação da intensidade do fluxo 

menstrual, uso de métodos anticoncepcionais, histórico de gestação e 

amamentação) foram obtidas por questionário semiestruturado de caracterização 

geral (APENDICE 6).  

O tempo aproximado desde o dia da última menstruação foi informado pelas 

voluntárias a fim de definir a fase do ciclo menstrual em que ocorreu a coleta de 

sangue. Classificou-se: 1) fase menstrual: último dia da menstruação há mais de 

quatro semanas; 2) fase folicular: último dia há menos de uma semana 3) fase lútea: 

último dia entre uma e duas semanas; e 4) fase lútea tardia: último dia entre três e 

quatro semanas. Mulheres foram classificadas como usuárias de anticoncepcionais 

se relatado o uso contínuo destes hormônios há mais de 18 meses ou o abandono 

recente (há menos de 6 meses) da medicação após utilização ininterrupta por mais 

de dois anos. Não usuárias de anticoncepcionais foram aquelas sem histórico de 

uso contínuo de qualquer hormônio há pelo menos dois anos. 

Um questionário de avaliação das perdas sanguíneas menstruais, 

previamente validado por Heath, Skeaff e Gibson (1998), foi integrado ao de 

caracterização geral a fim de se calcular um escore de fluxo menstrual individual. As 

mulheres informaram o número de dias com fluxo menstrual leve e intenso durante 

um período de menstruação normal e as quantidades médias de absorventes 

íntimos (internos e internos) utilizados em cada dia típico de menstruação. 

Informaram também o grau de absorvibilidade dos absorventes íntimos mais 

comumente utilizados, conforme descrito pelos fabricantes. Para produtos 
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classificados como normal, tipo mini e tipo noturno ou super foram atribuídos os 

valores de absorvibilidade relativa 1, 2 e 3, respectivamente. O escore do fluxo 

menstrual foi então calculado com a equação (HEATH, SKEAFF & GIBSON, 1998): 

Escore de Fluxo Menstrual = (N MI * Índice MI) + (N ML* Índice ML) 

Onde: N MI = número de dias de fluxo menstrual intenso; Índice MI = (número 

médio de absorventes usados em dias de menstruação intensa * suas 

absorvibilidades relativas); N ML = número de dias de fluxo menstrual leve; Índice MI = 

(número médio de absorventes usados em dias de menstruação leve * suas 

absorvibilidades relativas).  

O IPAQ (International Physical Activity Questionnaire) versão 8 curta, 

validado para a população brasileira (MATSUDO et al., 2001), também foi integrado 

ao questionário de caracterização geral. As mulheres indicaram o tempo gasto com 

atividades físicas na semana antecedente à coleta de sangue. De acordo com a 

frequência e a duração de execução de três tipos de atividade com diferentes graus 

de intensidades (caminhada, moderada ou vigorosa), classificou-se o nível de 

atividade física individual em sedentário ou irregularmente ativo, ativo e muito ativo 

(MATSUDO et al., 2001).  

Por fim, foram adotados critérios de classificação do nível socioeconômico 

propostos pela Associação Brasileira de Empresa de Pesquisa (ABEP), com base na 

presença de funcionários e bens de posse domésticos. A partir da pontuação obtida 

com cada item do questionário, estratificaram-se as mulheres nas classes sociais A-

E (ABEP, 2014). 

5.1.2 Avaliação Antropométrica 

A estatura e o peso corporal foram aferidos, em triplicata, com precisões de 

0,1 centímetro e 10 gramas em estadiômetro portátil (Alturaexata) e balança digital 

portátil (Kratos), respectivamente. As mulheres foram pesadas e medidas, sempre 

pelo mesmo profissional treinado, descalças e usando roupas leves, em posição 

ereta, com os pés unidos e olhando para frente. 

O índice de massa corporal (IMC) foi calculado como a razão entre o peso 

corporal e o quadrado da estatura (kg / m²). A referência para avaliação do estado 

nutricional foi a proposta pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 1995), sendo 

consideradas eutróficas as mulheres que apresentaram valores de IMC entre 18,5 e 

24,9 kg/m²; com baixo peso as que apresentaram valores abaixo de 18,5 kg/m² e 
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com sobrepeso valores entre 25 e 29,9 kg/m². Como já citado, mulheres obesas 

(IMC ≥ 30 kg/m2) ou desnutridas (IMC < 17 kg/m2) não foram selecionadas para o 

estudo.  

A circunferência da cintura foi aferida, em triplicata, com auxílio de fita 

métrica inextensível (AvaNutri) com precisão de 0,1 centímetro. As medidas foram 

feitas no ponto médio entre a última costela e a crista ilíaca e as leituras registradas 

no momento da expiração. As mulheres com valores de circunferência da cintura 

≥80 e ≥88 centímetros foram classificadas com risco aumentado e muito aumentado 

de complicações metabólicas relacionadas à adiposidade abdominal, 

respectivamente, conforme propostos pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 

1998).  

5.1.3 Avaliação do consumo alimentar 

A coleta de dados de consumo alimentar foi feita com os inquéritos de 

Registro Alimentar Pela Internet (RAPI) e de Questionário de Frequência Alimentar 

(QFA) com a finalidade de: 1) estimar o consumo de ferro e outros elementos 

dietéticos relacionados com a biodisponibilidade do mineral; 2) estimar a 

biodisponibilidade do mineral em refeições e/ou dietas completas; 3) identificar os 

principais grupos de alimentos contribuintes para a ingestão de elementos dietéticos 

relacionados com a biodisponibilidade do mineral. 

5.1.3.1 Registros Alimentares Pela Internet (RAPIs) 

O Registro Alimentar Pela Internet (RAPI) foi desenvolvido pelo grupo de 

pesquisas do Laboratório de Minerais em Alimentos e Nutrição da FCF/USP e 

validado por Galante (2007) para utilização em população adulta usuária da internet. 

Nesse tipo de inquérito, o indivíduo é orientado a acessar o site Nutriquanti 

(GALANTE, COLLI, 2007 – http://www.zeroonze.com.br/pesquisa/registro), fornecer 

login e senha individuais e, em três diferentes dias da semana, relatar sua ingestão 

de alimentos e bebidas em sete diferentes opções de refeição (café da manhã, 

lanche da manhã, almoço, lanche da tarde, jantar, lanche da noite e lanches 

diversos) realizadas durante as 24 horas de cada dia.  

As orientações para o preenchimento dos RAPIs foram enviadas às 

voluntárias, via e-mail, junto das chaves de acesso ao Nutriquanti, num manual 
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explicativo anexado às mensagens (APÊNDICE 3). Nesse contato, as voluntarias 

foram solicitadas a não alterar seu hábito alimentar durante os dias de 

preenchimento dos RAPIs e, sempre que possível, detalhar ao máximo os tipos, 

porções e marcas de alimentos e bebida consumidos. Solicitou-se ainda o cadastro 

de alimentos e bebidas por refeições, definidas como: 1) café da manhã - principal 

refeição realizada durante o período da manhã; 2) almoço - principal refeição 

realizada no meio do dia ou durante a tarde, independente de ser composta por 

preparações quentes, frias ou lanches; 3) jantar - mesmo tipo de refeição do almoço, 

realizado no fim da tarde ou durante a noite; 4) lanches - refeições realizadas antes 

ou após as três principais refeições. 

Ao receber as chaves de acesso ao sistema, dentro de um prazo de duas 

semanas, os três RAPIs deveriam ser preenchidos, em dias não consecutivos, 

incluindo um dia do final de semana. Nos casos em que nenhum acesso ao sistema 

foi efetuado após 15 dias do envio das chaves de acesso, dois novos prazos eram 

oferecidos às voluntárias a fim de que pudessem preencher todos os três RAPIs. 

Durante o período do estudo, dúvidas em relação ao preenchimento dos RAPIs 

foram esclarecidas com o pesquisador, via e-mail ou telefone. Quaisquer alimentos, 

bebidas ou medidas caseiras de alimentos não localizadas no sistema foram 

imediatamente inseridos, antes que as voluntárias finalizassem o registro alimentar 

no qual as informações estavam em falta. 

No sistema Nutriquanti, alimentos, bebidas e preparações, assim como suas 

respectivas medidas de porção, apresentam códigos individuais, que são utilizados 

para atribuir dados de composição química e de energia a cada item alimentar 

cadastrado. A base de dados utilizada inclui mais de 3000 itens codificados. 

Referências de publicações nacionais são utilizadas para atribuir peso e volume às 

medidas caseiras de alimentos e bebidas, bem para desagregar receitas e 

preparações elaboradas em ingredientes (PINHEIRO et al., 2008; FISBERG & 

VILLAR, 2002; ARAÚJO & GUERRA, 1995).  

O conteúdo de energia e de alguns componentes dietéticos necessários 

para a estimativa da biodisponibilidade do ferro (ferro total, vitamina C, cálcio e 

álcool) são calculados pelo sistema, a partir dos dados de tabelas nacionais e 

internacionais de composição química de alimentos (TACO, 2006; IGBE, 1996; 

PHILIPPI, 2001; TBCAUSP, 2008; USDA, 2003). Entretanto uma limitação destas 

tabelas é a ausência de informações sobre conteúdo de ferro heme, ferro derivado 
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de fortificações, fitatos, polifenóis, carnes, ovos e proteína de soja em alimentos, 

bebidas e preparações. Assim, para o presente estudo, uma base de dados com 

essas informações foi construída, a fim de enriquecer o sistema (APÊNDICE 7). 

5.1.3.2 Questionário de Frequência Alimentar (QFA) 

O QFA utilizado neste estudo foi validado por Fisberg et al. (2008) e 

modificado para utilização entre adultos e adolescentes do estudo de base 

populacional Inquérito de Saúde em São Paulo (ISA) 2013 (GAC, 2014). A 

frequência de ingestão habitual de 84 alimentos, bebidas ou grupos de alimentos 

nos 12 meses antecedentes à coleta de sangue foi questionada, sem referências ao 

tamanho de porções.  As respostas foram auto preenchidas e incluíam as opções de 

consumo igual a zero, quatro categorias de unidades de tempo (consumo diário, 

semanal, mensal ou anual) e dez categorias de frequência. Dados faltantes (sem 

resposta ou rasurados) foram recuperados dentro de um prazo máximo de sete dias 

após a coleta de sangue, via e-mail. 

Um mesmo profissional procedeu toda a digitação dos dados do QFA em 

máscara criada no programa Excel 2010 (Microsoft). Inconsistências ou erros de 

digitação foram checados no banco final, por um segundo profissional, antes destas 

informações serem utilizadas nas estimativas do consumo alimentar habitual.  

5.1.3.3 Identificação de relato inválido da ingestão energética 

 O sub-relato da ingestão energética foi identificado pelo método proposto por 

McCrory e colaboradores (2002). Calculou-se a média individual de ingestão 

energética (IE) dos três RAPIs e a estimativa do gasto energético total predito 

(GETp) pela equação descrita por Vinken e colaboradores (1999), que emprega os 

dados de idade, gênero, estatura e peso corporal indiviudais. O ponto de corte para 

a detecção de subrelato foi considerado o limite inferior do intervalo de ±2 desvios 

padrão da razão IE:GETp. O cálculo do desvio padrão para esta razão levou em 

considerações as variações na ingestão energética (variação intrapessoal de 26% 

para mulheres), na estimativa do GETp (variação intrapessoal de 17,7%) e no gasto 

energético total quando calculado por método padrão-ouro de água duplamente 

marcada (variação de 8,2%) (MCCRORY et al., 2002; BLACK, 2000; VINKEN et al., 

1999). 
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Foram considerados sub-relatoras as mulheres com razão IE:GETp ≤ 0,51. 

Por outro lado, foram consideras super-relatoras da ingestão energética as 

voluntárias com IE > 4000 Kcal por dia (WILLET, 1998).   

5.1.3.4 Biodisponibilidade do ferro dietético 

Três algoritmos baseados em refeições (MONSEN et al., 1978; HALLBERG 

& HULTHÉN, 2000; REDDY et al., 2000) e dois em dietas completas (ARMAH et al., 

2013; COLLINGS et al., 2013) foram utilizados para estimativas da 

biodisponibilidade dietética do ferro. Em concordância com o conceito tradicional de 

biodisponibilidade (LYNCH, 2005; FNB, IOM, 2001; FAO, 2001), em todos os 

cálculos, o status de ferro individual foi ajustado para o nível de 0 mg de reserva 

corporal ou concentração sérica de ferritina igual a 15 µg/L. A medida foi usada para: 

1) classificar as dietas do grupo, independentemente de diferenças interindividuais 

no status do mineral; 2) comparar as estimativas de cada algoritmo com a obtida por 

modelo probabilístico de aproximação, descrito a seguir; e 3) comparar as 

estimativas de cada algoritmo com o valor de biodisponibilidade de 18% adotado 

pelo Instituo de Medicina dos Estados Unidos para derivar as referências de 

ingestão para a população americana e canadense (FNB, IOM, 2001). 

O conteúdo de ferro biodisponível (mg/dia) foi calculado separadamente para 

as frações heme e não-heme, contudo, o somatório total de cada RAPI foi utilizado 

para caracterizar a dieta das mulheres. Nos cálculos da biodisponibilidade do ferro 

heme, fixaram-se valores de absorção constantes nas equações de Monsen et al. 

(1978)  (35%), Reddy et al. (2000) (25%), Armah et al. (2013) (25%) e Collings et. al. 

(2000) (25%), mas não de Hallberg e Hulthén (2000), na qual um efeito dietético 

variável (cálcio) foi computado. 

Os elementos dietéticos empregados nos diferentes cálculos de 

biodisponibilidade do ferro não heme incluíram: ferro total (mg), ferro heme (mg), 

ferro não-heme (mg), ferro derivado de fortificação de alimentos (mg), carnes 

vermelhas, peixe e frango (tecido cru ou tecido preparado, g), vitamina C (mg), fitato 

ou ácido fítico (mg),  polifenóis (equivalentes de ácido tânico, mg), cálcio (mg), 

proteína de soja (g), álcool (g ou doses, 15 g), ovos (unidades, 60 g) e equivalentes 

de cafés e chás (xícaras por dia). Quando necessário, valores de fitato e de tecidos 

animais crus foram convertidos a unidades de ácido fítico (3,53 mg = 1 mg de fitato-
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fósforo) ou tecidos processados (1g = 1,3g de tecido cru) (MONSEN et al., 1978; 

HALLBERG & HULTHÉN, 2000). 

Diferenças nas propriedades físico-químicas entre o ferro de compostos de 

fortificação e o ferro naturalmente presente nos alimentos foram consideradas nas 

estimativas de biodisponibilidade do ferro não heme. A razão para isto é o fato de 

que, tanto em ensaios com humanos como em modelos animais, apenas 50% do 

ferro de compostos de fortificação com baixa solubilidade em água entra no pool de 

ferro não heme naturalmente presente nos alimentos. Isso significa que 

aproximadamente metade do ferro presente como ferro elementar (ferro reduzido, 

ferro eletrolítico e ferro carbonila) ou sais de ferro insolúveis (pirofosfato de ferro, 

ortofosfato férrico) não é disponível para captação pelo enterócito (WHO, 2006).  

No Brasil, a legislação referente à fortificação mandatória das farinhas de 

trigo e milho com ferro, vigente até o presente ano (BRASIL, 2002), permite que 

moinhos adicionem aos seus produtos uma série de compostos de ferro com 

diferentes solubilidades, entretanto, ferro reduzido parece ser o fortificante de 

escolha por mais de 70% dos moinhos (ASSUNÇÃO et al., 2012). Neste sentido, 

para os cálculos de biodisponibilidade do ferro, o total de ferro não heme das 

refeições e dietas completas foi calculado como a diferença entre o ferro total, o 

ferro não heme e 50% do total de ferro advindo da fortificação mandatória das 

farinhas de trigo e milho (assumida como sendo 4,2 mg do mineral a cada 100 g de 

produto). O ferro de fortificações voluntárias de alimentos não foi considerado, visto 

não se ter conhecimento do tipo específico de composto utilizado pela indústria. 

Em estudos prévios, verificou-se que há superestimação nas predições 

obtidas com os algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000) e de Reddy et al. (2000) em 

refeições ricas em facilitadores da absorção do ferro (RICKARD et al., 2011; HOPPE 

et al., 2008; BEARD et al., 2007). Para contornar o problema, como sugerido por 

Hoppe et al. (2008), as refeições com altos conteúdos de vitamina C (> 85 mg) e/ou 

de tecidos animais (> 175 g), quando avaliadas com os dois algoritmos, tiveram os 

valores destes elementos fixados em 85 mg e 175 g (134,6 g de tecidos 

preparados), respectivamente (13,8% das refeições). Além disso, estimativas de 

absorção do ferro não heme maiores que 45% foram manualmente ajustadas para 

este limite máximo, quando necessário (5,8% das refeições). Todos os cálculos de 

biodisponibilidade baseado em refeições foram realizados com comandos no 

programa Excel 2010 (Microsoft).  
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 Nos cálculos propostos por Armah, et al. (2013) e Collings et al. (2013), os 

somatórios de consumo observados nos RAPIs individuais foram empregados como 

dados de dietas completas. No último modelo, é requerida a classificação subjetiva 

das dietas em três diferentes tipos (Collings et al. 2013). Em nosso estudo, duas 

discriminações foram consideradas, sendo dietas vegetarianas ou restritas em 

carnes julgadas como ricas em inibidores e/ou pobres em facilitadores da absorção 

do ferro, e dietas onívoras como dietas não modificadas.  

Uma estimativa adicional de biodisponibilidade média do ferro dietético, 

independente dos erros associados à quantificação de inibidores e facilitadores da 

sua absorção, foi obtida com modelagem probabilística, como proposto por Dainty et 

al. (2014). Inicialmente, percentis de necessidades fisiológicas de ferro (FNB, IOM, 

2001) foram utilizados para construir curvas de probabilidades de inadequação, 

variando em incrementos de 5% dentro de uma faixa de 0 a 100%, com auxílio do 

comando de interpolação no programa online R (R CORE TEAM, 2013). Em 

seguida, os valores foram comparados a estimativas teóricas de absorção do ferro 

dietético de cada mulher, numa faixa de 1 a 40%, a fim de estimar a probabilidade 

de cada nível de consumo estar atendendo a necessidade corporal individual. A 

média amostral de inadequação associada a cada intervalo de absorção foi 

calculada e utilizada para determinar, por aproximação, o valor médio de absorção 

do ferro dietético que seria compatível com a prevalência observada de suficiência 

de ferro (ferritina > 15 µg/L). Por fim, médias separadamente determinadas para 

usuárias e não usuárias de anticoncepcionais foram combinadas para obter a 

estimativa amostral. 

5.1.3.5 Grupos de alimentos e ingestão de ferro 

A contribuição de grupos de alimentos para a ingestão de ferro total, ferro 

heme, ferro não-heme, ferro de fortificação, vitamina C, fitato, polifenóis e cálcio foi 

calculada a partir dos dados dos RAPIs, utilizando equação descrita por Block e 

colaboradores (1985) e programada em planilhas do programa Excel 2010 

(Microsoft).  

Alimentos foram codificados em grupos alimentares descritos no Guia 

Alimentar para a População Brasileira (BRASIL, 2006), com o acréscimo do grupo 

“Cafés e chás”. O grupo de “Carnes e ovos” foi subdividido em categorias de itens 
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segundo procedência (peixes e frutos do mar, frango e aves, boi, porco e ovos) e 

segundo o tipo de processamento.  

O grupo de “Frutas” incluiu aquelas consumidas inteiras ou na forma de 

sucos integrais, além do conteúdo empregado em néctares (30% do peso total) e 

refrescos naturais (10% do peso total). O grupo “Hortaliças” incluiu itens crus e 

cozidos, mas não inclui quantidades pequenas de ingredientes (cebola, tomate e 

temperos verdes) utilizados em preparações elaboradas como molhos e 

acompanhamentos. O somatório de leguminosas e soja compreendeu todos os tipos 

de feijões secos cozidos, soja em grãos e preparações com proteína de soja 

texturizada. Outros produtos derivados de soja (tofu e extratos de soja líquidos ou 

em pó) foram codificados como “Laticínios”. O grupo “Cafés e chás” compreendeu o 

somatório do consumo, em gramas, das preparações em infusão. O fator de diluição 

de 2,6% foi utilizado para converter medidas de pós solúveis em equivalentes das 

preparações em infusão (FISBERG & VILLAR, 2002).  

5.1.3.6 Consumo habitual de elementos dietéticos  

A partir das medidas dos RAPIs, médias de consumo habitual de ferro total e 

de ferro biodisponível, assim como de outros elementos dietéticos (ferro não heme, 

ferro de fortificação, tecidos animais, vitamina C, cálcio, fitato e polifenóis) foram 

obtidas após a remoção da variabilidade intrapessoal dos dados, utilizando o 

programa online Multiple Source Method (MSM) (HAUBROCK et al., 2011; HARTIG 

et al., 2011).  Informações obtidas com o QFA foram utilizadas para distinguir não 

consumidoras (frequências = 0) de consumidoras habituais (frequências > 0) de 

carnes e bebidas alcóolicas, o que serviu, nos modelos do MSM, como variável de 

ajuste das distribuições de ferro heme e álcool dietético, respectivamente. A mesma 

estratégia foi empregada na estimativa do consumo habitual de chás e cafés, 

expressos como unidades equivalentes das duas bebidas, conforme proposto por 

Armah et al. (2013). 

  Valores de biodisponibilidade dietética do ferro (%) obtidos com cada 

algoritmo foram calculados como a razão entre as estimativas de consumo habitual 

de ferro biodisponível (mg/dia) e de ferro total (mg/dia). Todas as variáveis 

dietéticas, antes de serem empregadas em análises de correlações ou estratificação 

em quantis, foram ajustadas pelos valores de consumo habitual de energia, usando 

o método de resíduos (WILLET, HOWE & KUSHI, 1997).  
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5.1.3.7 Probabilidade de inadequação do consumo de ferro total  

O método de abordagem probabilística foi utilizado para estimar a 

inadequação no consumo de ferro total pelo grupo, conforme recomendado pelas 

Dietary Reference Intake (DRI) (FNB, IOM, 2001). Primeiramente, a distribuição do 

consumo habitual do mineral foi gerada pela remoção da variabilidade intrapessoal 

nos dados, conforme descrito no item 5.1.3.6. Em seguida, os valores de ingestão 

habitual de ferro total foram ajustados pelos valores de energia habitual das dietas, 

utilizando o método de resíduos (WILLET, HOWE & KUSHI, 1997). Estimativas de 

inadequação no consumo foram feitas separadamente para usuárias e não usuárias 

de anticoncepcionais hormonais, pois apresentam diferentes distribuições das 

necessidades de ferro (FBN, IOM, 2001). A probabilidade de inadequação do grupo 

total foi calculada pela combinação destas duas estimativas.   

5.1.4 Amostras biológicas 

No dia anterior à coleta de sangue, as voluntárias foram orientadas a evitar o 

consumo de bebidas alcoólicas e não consumir alimentos após as 24:00h do mesmo 

dia, a fim de garantir jejum de no mínimo 8 horas até o momento da coleta. Um 

volume total de 20 mL de sangue foi coletado, no Laboratório de Minerais em 

Alimentos e Nutrição da FCF/USP, por um único profissional experiente, utilizando 

material estéril e descartável. O tempo de jejum foi calculado como a diferença entre 

a hora da coleta de sangue e a hora da última refeição realizada pela voluntária no 

dia anterior. 

Do volume total de sangue, 8 mL foram coletados em tubos à vácuo BD 

Vacutainer com anti-coagulante EDTA (10 L/mL de sangue). Alíquotas deste 

sangue total (1 mL), destinadas à extração de DNA genômico, foram distribuídas em 

microtubos de polipropileno, imediatamente congeladas por imersão em nitrogênio 

líquido e posteriormente transferidas para ultrafreezer a -80o C. Uma segunda 

alíquota de sangue total (5 mL) foi encaminhada para análise de hemograma 

completo e contagem de reticulócitos, dentro do prazo  máximo 2 horas após a 

coleta.  

O sangue restante (16 mL) foi coletado em tubos a vácuo BD Vacutainer 

sem anti-coagulante, mantido em temperatura ambiente por aproximadamente 60 

minutos e então centrifugado a 4000 RPM, utilizando equipamento Sorvall ST 16R 
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Centrifuge (ThermoScientific), para separação do soro. Uma das alíquotas de soro 

(3 mL) foi encaminhada para análise de Ferro sérico, Capacidade Total de Ligação 

do Ferro, Saturação da transferrina, Ferritina sérica, Proteína C Reativa (PCR) e 

Alfa1-Glicoproteína Ácida (AGP), dentro do prazo máximo de 60 minutos após a 

centrifugação. O restante do soro (5 mL) foi distribuído em microtubos de 

polipropileno desmineralizados, imediatamente congelados por imersão em 

nitrogênio líquido e posteriormente armazenados em ultrafreezer a -80o C, junto das 

alíquotas de sangue total, em biorrepositório do Laboratório de Minerais em 

Alimentos e Nutrição da FCF/USP.  

5.1.4.1 Análises hematológicas, status de ferro e inflamação 

As determinações de hemograma completo, reticulócitos, status de ferro e 

de inflamação foram realizadas por laboratório clínico certificado do Hospital 

Universitário da USP. 

O hemograma completo (hemoglobina – Hb, hematócrito – Ht, volume 

corpuscular médio – VCM, amplitude de variação do tamanho dos eritrócitos – RDW, 

hemoglobina corpuscular média – HCM, concentração de hemoglobina corpuscular 

média – CHCM, Leucócitos totais, Contagem Diferencial de Leucócitos e plaquetas) 

e a contagem de reticulócitos foram analisados por métodos automatizados no 

equipamento XT-2000i (Sysmex). Valores de referências adotados pelo laboratório 

seguem os descritos por Wintrobe’s Clinical Hematology (GREER et. al., 2009).  

Ferro sérico e capacidade total de ligação do ferro (CTLF) foram analisados 

por ensaios colorimétricos automatizados no equipamento Advia Centaur XP 

(Siemens). Com estas determinações, calculou-se o índice de saturação da 

transferrina como (WHO, 2007):  

Saturação da Transferrina (%) = (Ferro sérico (µg/dL) * 100) / CTLF (µg/dL). 

Ferritina sérica foi determinada por imunoensaio utilizando 

quimiluminescência direta, automatizado nos equipamentos Advia Centaur XP e 

Advia Centaur CP (Siemens). Coeficientes de variação de controles internos com 

concentrações altas e baixas de analito foram 1,72%, 2,92% e 5,01% e 4,73%, 

2,59% e 5,81% para as determinações de ferro sérico, CTLF e ferritina, 

respectivamente.  

Proteína C Reativa (PCR) ultra sensível e Alfa1-Glicoproteína Ácida (AGP) 

foram analisadas por nefelometria automatizada em equipamento BNII (Siemens). 
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Valores de PCR abaixo do limite de quantificação (< 0,18 mg/L) foram registrados 

como este valor. A combinação de valores de PCR > 5 mg/L e AGP > 100 mg/dL foi 

utilizada para classificar o estágio do processo inflamatório em: período de 

incubação (apenas valores de PCR aumentados), período de convalescência 

precoce (valores de ambas PCR e AGP aumentados) e período de convalescência 

tardia (apenas valores de AGP aumentados) (WHO, 2012). Fatores de correção 

específicos para cada um dos períodos da fase aguda citados acima (0,77, 0,53 e 

0,75, respectivamente) foram aplicados às concentrações de ferritina, visando o 

ajuste pela inflamação (WHO, 2012). 

Valores de referência da Organização Mundial da Saúde foram utilizados 

para avaliação do status de ferro (WHO, 2012; WHO, 2007; WHO, 2011). A 

deficiência de ferro foi diagnosticada como ferritina < 15 µg/L (WHO, 2007; WHO, 

2011). Sobrecarga de ferro foi diagnosticada como concentração de ferritina >150 

µg/L e saturação da transferrina >50% (WHO, 2001; WHO, 2011).  

5.1.4.2 Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada com o kit comercial PureLinkTM Genomic 

DNA (Life Technologies), utilizando amostras de sangue congeladas, conforme 

procedimento do fabricante. A quantificação e a pureza de DNA foram aferidas por 

espectrofotometria a 260 nm e pela relação A260nm/ A280nm, respectivamente, em 

equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoScientific). Foram 

considerados ideais valores de A260nm/A280nm maiores que 1,8.  

A integridade do DNA extraído e a avaliação de eventual contaminação por 

RNA foi verificada após eletroforese do material em gel de agarose com GelRedTM 

(Biotium), utilizando cuba horizontal Midi-Horizontal System (Fisher Scientific), 

seguida de visualização do padrão de bandas sob luz ultravioleta em equipamento 

fotodocumentador Alliance 4.7 (Uvitec).  

Alíquotas de concentração ajustadas de DNA a 5 ng / µL foram preparadas 

com tampão TE (pH 7,0) fornecido pelo kit PureLinkTM Genomic DNA (Life 

Technologies) e mantidas em freezer -20º C até posterior utilização nas 

genotipagens.  
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5.1.4.3 Genotipagem das variantes dos genes TMPRSS6 e HFE 

O método de discriminação alélica, por ensaios TaqMan SNP Genotyping 

Assays (Life Technologies), foi utilizado para genotipagem das variantes dos genes 

TMPRSS6 (rs855791 e rs4820268) e HFE (rs1800562 e rs1799945). Este método 

consiste em reações de PCR em tempo real empregando um par de 

oligonucleotídeos e um par de sondas marcadas com fluoróforos específicos para 

cada alelo em análise. A reação tem como resultado a emissão de fluorescência, 

que com o auxílio do software ABI 7500 System SDS, permite a especificação do 

genótipo analisado. Se um único tipo de fluorescência é emitido ao longo da reação 

de PCR, o genótipo homozigoto para um determinado alelo é indicado para a 

amostra. Por outro lado, a emissão simultânea de duas fluorescências implica 

amostra com genótipo heterozigoto.  

As reações foram preparadas em microplacas MicroAmp Optical 96-Well 

Reaction Plate (Life Technologies) num volume final de 10 µL contendo: 5 µL de 2x 

TaqMan Universal Master Mix II (Life Technologies), 0,5 µL de 20x TaqMan SNP 

Assay, 10 ng de DNA  genômico e água ultrapura DEPC (Life Technologies) para 

completar o volume final. Após serem seladas com filme adesivo MicroAmp Optical 

Adhesive Film (Life Technologies), as microplacas foram centrifugadas por 30 

segundo a 4000 RPM em temperatura ambiente, utilizando equipamento Sorvall ST 

16R Centrifuge (ThermoScientific), a fim remover bolhas de ar das reações. Foi 

utilizada a seguinte programação no equipamento StepOnePlus System (Applied 

Biosystems): 10 minutos a 95º C para ativação enzimática, seguidos por 40 ciclos de 

95º C por 15 segundos e 60º C por 60 segundos para anelamento e extensão. 

Em todos os ensaios foram incluídos, em duplicata, controles negativo (água 

ultrapura) e positivo (amostras com genótipos homozigoto e heterozigoto 

previamente confirmados). Duplicatas de 20% das amostras foram realizadas e a 

taxa de concordância dos ensaios, para os quatro genótipos, foi de 100%. 

5.1.5 Análise estatística 

Os programas SPSS versão 20.0 (SPSS), Graphpad Prism versão 5.0 

(Prism), Haploview verão 4.2 (BARRET et al., 2005),  PLINK versão 1.07 (PURCELL 

et al., 2007) e R (R CORE TEAM, 2013) foram utilizados como auxiliares para as 

análises estatísticas.  
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Com o teste de Kolmogorov-Smirnov, a normalidade na distribuição de 

variáveis contínuas foi checada e, antes de analisar diferenças entre grupos, a 

homogeneidade das variâncias foi verificada com o teste de Levene. Quando 

necessário, a transformação dos valores em logaritmo natural foi aplicada para 

melhorar a normalidade e/ou homoscedasticidade das distribuições.  Dados são 

apresentados como média aritmética e desvio padrão ou média geométrica e 

intervalo de confiança de 95%.  

A caracterização da amostra e os determinantes dietéticos e não dietéticos 

dos valores de ferritina sérica foram estudados inicialmente (Artigo 1). Os valores do 

biomarcador, já corregidos pela inflamação (WHO, 2012), foram transformados em 

seu logaritmo natural antes das análises. 

 Associações bivariadas foram testadas por correlação de Pearson, regressão 

linear simples, teste t de Student ou Análise de Variância (ANOVA) unifatorial com 

contraste polinomial para tendência linear ou com post hoc de Tukey, conforme 

indicado. A associação de variáveis categóricas entre si foi verificada com testes de 

Qui-quadrado ou exato de Fisher. Para tabelas de contingência com formatos 

diferentes de 2 x 2 e/ou com  mais de 20% das caselas com contagem esperada de 

casos menor que 5, utilizou-se o teste Likelihood ratio.  

Ao comparar as estimativas de biodisponibilidade de ferro obtidas com os 

diferentes algoritmos, foi observado que, embora todas as distribuições dos valores 

(mg/dia e %) tenham se adequado a uma curva gaussiana, houve 

heterocedasticidade entre as medidas. Logo, optou-se por verificar as diferenças 

entre os métodos utilizando o teste não paramétrico de Friedman para medidas 

repetidas, seguido por post hoc de Dunn. 

Modelos de regressão linear múltipla foram utilizados para testar associações 

entre ferritina e variáveis dietéticas, categorizadas em quantis (tercil ou quartis 

superiores e inferiores). Critérios para seleção de preditores não dietéticos do 

biomarcador a serem utilizados no ajuste dos modelos foram: 1) serem reconhecidos 

na literatura como importantes determinantes do balanço corporal de ferro e, 2) nas 

análises bivariadas, terem resultado em associação com o biomarcador num nível 

de significância equivalente a P < 0,200. No modelo final, foram mantidas as 

variáveis: idade (anos), IMC (kg/m2), uso de anticoncepcional (sim vs. não), tercil de 

escore de fluxo menstrual (ordinal – níveis 1 a 3), cor de pele autodeclarada (branca 

vs. parda ou negra e branca vs. amarela) e nível de atividade física 
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(insuficientemente ativo vs. ativo e muito ativo vs. ativo). Tercis das estimativas de 

biodisponibilidade dietética de ferro foram codificados e incluídos na análise como 

variáveis indicadoras dos níveis (dummy). A exponencial dos coeficientes de 

regressão foi interpretada como a mudança multiplicativa nos valores de ferritina 

sérica para cada unidade de diferença na variável preditora.  

A partir das equações de regressão múltipla, médias ajustadas de ferritina e 

seus intervalos de confiança de 95% para cada quantil de biodisponibilidade 

estimada de ferro foram calculadas. Por fim, um ajuste adicional por vegetarianismo 

ou restrição dietética de carnes (sim vs. não) foi testado nos modelos, visto se tratar 

de uma covariável das estimativas de biodisponibilidade dietética de ferro. Um termo 

de interação entre quantis dietéticos e uso de anticoncepcionais hormonais foi 

também testado em todos os modelos, no intuito de verificar qualquer efeito 

modulador do medicamento sobre as associações observadas.  A validade dos 

modelos finais foi checada pela análise de resíduos e pelo diagnóstico de 

colinearidade.  

Num segundo momento, possíveis preditores genéticos dos valores de 

hemoglobina e de saturação da transferrina, além da ferritina, foram avaliados 

(Artigo 2). Inicialmente, a partir dos dados genotípicos, foram estimados a frequência 

de alelos e haplótipos, o Equilíbrio de Hardy-Weinberg e os coeficiente de correlação 

(r2) e de desequilíbrio de ligação (D’) entre loci, utilizando o software Haploview 

(BARRET et al., 2005).  

As associações de cada genótipo TMPRSS6 e HFE com os biomarcadores 

foram testadas em modelos de regressão já ajustados por variáveis não genéticas, 

selecionadas com mesmos critérios citados acima (Artigo 1). Os preditores 

significantes de pelo menos um dos três biomarcadores tiveram sua inclusão forçada 

em todos os modelos. Para testes de efeito genético co-dominante, os genótipos 

foram codificados e incluídas na análise como variáveis indicadoras dos níveis 

(dummy).  

O coeficiente de determinação ajustado (R2 ajustado) dos modelos foi 

utilizado para estimar as contribuições das variáveis independentes em predizer as 

variações dos biomarcadores em estudo. A fim de verificar se os efeitos estimados 

dos genótipos sobre os biomarcadores eram modificados pela biodisponibilidade 

estimada de ferro dietético (HALLBERG & HULTHÉN, 2000), foi testada a 

significância de termos de interação entre tercis de ferro biodisponível (ordinal – 1 a 



 67 
 

3) e os níveis dos genótipos. A interação dos genótipos com estimativas do fluxo 

menstrual (ordinal – 1 a 3) também foi testada. A associação entre haplótipos e 

biomarcadores foi analisada no software PLINK (PURCELL et al., 2007), assumindo 

como desfechos os valores de hemoglobina, saturação da transferrina e logaritmo 

natural de ferritina já ajustados pelas variáveis não genéticas.  

O nível de significância adotado foi de 5% para todos os testes realizados.  

5.2 ESTUDO 2 

5.2.1 Coleta de dados gerais 

Informações sobre identificação (gênero, idade, estado civil, cor da pele 

autodeclarada, profissão e grau de formação), história clínica (diagnóstico de 

hipertensão, diabetes ou doença tireoidiana, uso de medicamentos e suplementos, 

histórico de infecção no último ano e histórico de transfusão sanguínea) e história 

comportamental (uso de fumo e álcool) foram obtidas por questionário 

semiestruturado de caracterização geral (PANIZ, 2015). Foram considerados 

consumidores de álcool aqueles que indicaram algum consumo diferente de zero, 

independente de quantidades ou de frequências de consumo. Ex-fumantes foram 

considerados como não-fumantes, independentemente do tempo de abandono do 

uso de cigarros. 

Com a informação auto relatada de peso e estatura foi calculado o IMC e 

classificado o estado nutricional utilizando os pontos de corte descritos no item 5.1.2.  

Na fase inicial do estudo, não era prevista a avaliação do status de ferro dos 

indivíduos (PANIZ, 2015). Assim, informações como histórico de doação de sangue, 

regularidade menstrual e menopausa das voluntárias recrutadas antes de fevereiro 

de 2014 foram coletadas, num segundo momento, em entrevista por telefone 

(APÊNDICE 8). 

5.2.2 Avaliação do consumo alimentar 

A coleta de dados de consumo alimentar foi feita com os inquéritos de 

Recordatório Alimentar de 24 horas (RA24h) e Questionário de Frequência Alimentar 

(QFA) com a finalidade de: 1) estimar a adequação no consumo de ferro total; 2) 

estimar a biodisponibilidade dietética de ferro. 
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5.2.2.1 Recordatório Alimentar de 24 horas (RA24h) 

 Dois RA24h não consecutivos foram coletados de cada indivíduo. Um 

primeiro RA24h foi realizado por entrevista pessoal, no dia da coleta de sangue. Um 

segundo RA24h foi coletado por telefone, após um intervalo médio de 45 dias. Os 

RA24h foram coletados em dias aleatórios e representaram todos os dias da 

semana e todas as estações do ano. 

 O método USDA Automated Multiple Pass (BLANTON et al., 2006) foi 

utilizado para coleta dos RA24h. A entrevista foi estruturada em cinco etapas como 

segue: 1) listagem rápida, em que o entrevistado relata todos os alimentos e bebidas 

consumidos no dia anterior, sem ser interrompido; 2) listagem de alimentos 

esquecidos, questionados pelo entrevistador por se tratarem de itens comumente 

desconsiderados pelo entrevistado (açúcar de adição, acompanhamento de pratos e 

bebidas, molhos, etc.); 3) relato dos horários e locais de consumo dos alimentos e 

bebidas, bem como o nome das refeições atribuído pelo entrevistado; 4) ciclo de 

detalhamento, em que o entrevistador questiona modo de preparo e/ou marca 

comercial de alimentos e bebidas e as quantidades consumidas em medidas 

caseiras; 5) revisão final, em que o entrevistador verifica a completude do 

recordatório. 

 As informação dietéticas obtidas dos RA24h foram inseridas no sistema 

Nutriquanti e a conversão de medidas caseiras em gramas de alimentos e bebidas, 

bem como o cálculo da composição química das dietas foi procedido como descrito 

no item 5.1.3.1. 

5.2.2.2 Questionário de Frequência Alimentar (QFA) 

Foi utilizado o mesmo QFA descrito no item 5.1.3.2. As respostas foram 

obtidas por entrevista pessoal, no dia da coleta de sangue. Dados faltantes (sem 

resposta ou rasurados) foram recuperados, por telefone, no momento da coleta do 

segundo RA24h. 

Um mesmo profissional procedeu toda a digitação dos dados do QFA em 

máscara criada no programa Excel 2010 (Microsoft). Inconsistências ou erros de 

digitação foram checados no banco final, por um segundo profissional, antes destas 

informações serem utilizadas nas estimativas do consumo alimentar habitual.  
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5.2.2.3 Identificação de relato inválido da ingestão energética 

 O mesmo método descrito no item 5.1.3.3 foi utilizado para identificar o sub-

relato da ingestão energética. Contudo, devido ao menor número de dias avaliados 

neste estudo (n= 2) em relação ao primeiro (n= 3), houve maior grau de incerteza 

em definir o subrelato a partir da razão IE:GETp . Assim, foram consideradas com 

dados dietéticos inválidos as mulheres com razão IE:GETp ≤0,46. Por outro lado, 

foram consideras superrelatores da ingestão energética aquelas com IE > 4000 Kcal 

por dia (WILLET, 1998).  

5.2.2.4.  Consumo habitual de elementos dietéticos 

 Idem item 5.1.3.6. 

5.2.2.5 Probabilidade de inadequação no consumo e biodisponibilidade de ferro  

O método de abordagem probabilística foi utilizado, como descrito no item 

5.1.3.7. A inadequação no consumo do mineral foi calculada separadamente para 

mulheres na pós-menopausa e para mulheres na idade reprodutiva usuárias e não 

usuárias de anticoncepcionais hormonais, pois apresentam diferentes distribuições 

das necessidades de ferro. A probabilidade de inadequação entre mulheres na idade 

reprodutiva foi calculada pela combinação das duas últimas estimativas.  

A biodisponibilidade dietética do ferro foi estimada com algoritmo de Hallberg 

& Hulthén (2000), conforme descrito no item 5.1.3.4.  

 

5.2.3 Amostras biológicas 

Foram colhidos 40 mL de sangue em jejum de no mínimo 8 horas. Foi 

utilizado tubo BD Vacutainer sem anticoagulante para obtenção de soro e tubo BD 

Vacutainer com anticoagulante EDTA (10 L/mL de sangue) para a obtenção de 

sangue total, utilizado na realização de hemograma, reticulócitos, perfil de 

hemoglobinas e extração de DNA. 

5.2.3.1 Diagnóstico laboratorial e molecular de β-talassemia 

A quantificação de HbA2 e Hb fetal e a detecção de hemoglobinas S e C 

foram realizadas no Departamento de Biologia da Universidade Estadual Paulista 
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Júlio de Mesquita Filho (UNESP)  São José do Rio Preto – SP. Foi utilizada a 

técnica de High-Permormance Liquid Chromatography (HPLC) em equipamento 

Variant (BioRad), utilizando colunas de troca catiônica e sistema de tampões com 

diferentes forças iônicas, fornecido no kit VARIANT II β-Thalassemia Short Program 

(BioRad). O diagnóstico de β-talassemia menor foi confirmado como HbA2 >3,5% 

acompanhada por Hb fetal entre 1 e 5% (GREER et al., 2009). 

Mutações responsáveis pela β-talassemia heterozigótica foram investigadas 

por sequenciamento direto de três regiões do gene da β-globina (HBB). Amplicons 

foram obtidos por reação de PCR, utilizando primers específicos (PANIZ, 2015) e em 

seguida sequenciados em equipamento automático ABI 3500 Genetic Analyser 

(Applied Biosystems). As mutações identificadas foram classificadas nos tipos β+ ou 

β0, segundo propostas de Jankovic e colaboradores (1990) e de Patrinos e 

colaboradores (2004). 

5.2.3.2 Análises hematológicas, status de ferro e inflamação 

As determinações de hemograma completo, reticulócitos, status de ferro e 

de inflamação foram realizadas por laboratório clínico certificado do Centro de 

Hematologia de São Paulo – SP. 

 O hemograma completo foi analisado por métodos automatizados no 

equipamento Pentra 120 (Hiroba). Extensões sanguíneas do sangue periférico foram 

utilizadas para avaliação por microscopia e contagem de reticulócitos manual, 

utilizando o corante azul de cresil brilhante. Para acessar as diferenças nos padrões 

de reticulocitose que acompanham a eritropoese acelerada, um índice de produção 

de reticulócitos (IPR) foi calculado como marcador de compensação eritropoética. 

Para tanto, foram utilizados os dados de hematócrito (%), contagem de reticulócitos 

(%) e fatores de correção para o tempo de maturação dessas células 

(KJELDSBERG & PERKINS 2010).  

 Ferro sérico e capacidade total de ligação do ferro (CTLF) foram analisados 

por ensaios colorimétricos automatizados no equipamento Dimension VistaUM 

(Siemens). Ferritina sérica foi determinada por ensaio imunoensaio utilizando 

quimiluminescência direta, automatizado no equipamento Immulite (DPC MedLab). 

Saturação da transferrina foi calculada como descrito no item 5.4.1.2.  
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A dosagem de PCR ultrassensível foi determinada por imunoturbidimetria 

automatizada em equipamento Cobas 8.000 (Roche Diagnostics). Foi considerado 

como processo inflamatório ativo valores de PCR > 5 mg/L (WHO, 2012).   

A deficiência de ferro foi diagnosticada como ferritina < 15 µg/L (WHO, 2007; 

WHO, 2011). Sobrecarga de ferro foi diagnosticada como concentração de ferritina 

>150 µg/L, acompanhada por saturação da transferrina > 50% (WHO, 2001; WHO, 

2011).  

5.2.3.3 Extração de DNA 

 A extração de DNA foi realizada com o kit comercial QIAAMP DNA BLOOD 

MINI kit (Qiagen), utilizando amostras de sangue fresco, conforme procedimento do 

fabricante. A avaliação do rendimento e da pureza dos extratos de DNA, assim como 

as diluições e armazenamento foram feitos como descrito no item 5.1.4.3. 

5.2.3.4 Genotipagem dos genes TMPRSS6 e HFE 

Idem item 5.1.4.3. 

5.2.4 Análise estatística 

Os programas SPSS versão 20.0 (SPSS), Graphpad Prism versão 5.0 

(Prism), R (R CORE TEAM, 2013) e Haploview versão 4.2 (BARRET et al., 2005) 

foram utilizados como auxiliares para as análises estatísticas.  

No estudo original (PANIZ, 2015), casos de β-talassemia foram pareados 

com controles (razão 1:2) quanto ao gênero, idade e IMC, entretanto, não houve 

balanceamento dos grupos quanto à distribuição de mulheres com diferentes status 

reprodutivos ou quanto ao uso de anticoncepcionais hormonais. Uma vez que esses 

dois fatores são importantes determinantes das necessidades dietéticas de ferro e 

das variações nos seus biomarcadores (FNB, IOM, 2001), análises de comparação 

dos grupos quanto ao status do mineral poderiam ser comprometidas por vieses de 

confusão (AUSTIN, 2011). Assim, no presente estudo, um novo agrupamento de 

casos e controles foi considerado. 

Inicialmente, as mulheres com β-talassemia e aquelas aparentemente 

saudáveis foram separadas em grupos independentes de mulheres na idade 

reprodutiva ou na pós-menopausa. Em seguida, o pareamento de casos e controles 

foi realizado, nos grupos independentes de mulheres, utilizando método baseado em 
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escore de propensão (STAMPF, 2015; AUSTIN, 2011). Em resumo, este método de 

pareamento visa à obtenção de grupos balanceados quanto à distribuição de 

covariáveis selecionadas, sabidamente determinantes do desfecho em estudo. Além 

disso, com o auxílio do escore identificador do pareamento, busca-se levar em 

consideração, nas análises de comparação, a falta de independência entre os casos 

e controles, visto que sujeitos pareados tendem a ter desfechos mais similares que 

indivíduos aleatoriamente selecionados (AUSTIN, 2011).  

Utilizando o pacote “nonrandom”, versão 1.3, do programa R (STAMPF, 

2015), o escore de propensão foi obtido com o método “matching”, a partir de um 

modelo de regressão logística condicional, com o qual foi estimada a probabilidade 

de cada mulher em análise pertencer ao grupo caso, dada suas categorias de idade 

(19 a 30 anos; 31 a 50 anos; 50 a 70 anos; > 70 anos), IMC (17 a 18,5 kg/m2; 18,6 a 

24,9 kg/m2; 25,0 a 29,9 kg/m2; > 30 kg/m2) e, entre as mulheres na idade 

reprodutiva, do uso contínuo de anticoncepcionais hormonais (sim ou não). Por fim, 

trios de mulheres, compostos por um caso e dois respectivos controles, foram 

agrupados segundo suas identidades ou similares dos valores de escore estimados 

de propensão.  

Com o teste de Shapiro-Wilk, a normalidade na distribuição de variáveis 

contínuas foi checada e, antes de analisar diferenças entre grupos, a 

homogeneidade das variâncias foi verificada com o teste de Levene. Quando 

necessário, a transformação dos valores em logaritmo natural foi aplicada para 

melhorar a normalidade e/ou homoscedasticidade das distribuições.  

Testes de diferenças de médias ou frequências das características 

sociodemográficas, nutricionais e genotípicas entre casos e controles foram feitos 

com modelo de regressão linear misto ou de regressão logístico condicional, 

respectivamente. Como já citado, ajustes pelo escore de propensão do pareamento 

foram realizados nestes modelos, atribuindo-lhe um efeito aleatório. Conforme 

indicado nas tabelas, os resultados que descrevem diferenças de médias das 

variáveis contínuas entre casos e controles são, para aquelas transformadas em 

logaritmo, razão de médias geométricas e, para as demais variáveis não 

transformadas, diferenças de médias aritméticas. As diferenças nas frequências dos 

níveis de variáveis categóricas entre casos e controles são expressas como razões 

de probabilidades (Odds Ratio – OR). Os intervalos de confiança de 95% dessas 

estimativas são também apresentados.  
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A associação dos genótipos TMPRSS6 e HFE (efeito dominante) com os 

biomarcadores em estudo foram testadas em modelos de regressão linear misto, 

ajustados pelo efeito aleatório do escore de propensão do pareamento e pelos 

efeitos fixos do consumo estimado de ferro dietético biodisponível (mg/dia), idade 

(anos), IMC (kg/m2) e cor de pele autodeclarada (branca vs. parda ou negra). Nas 

análises com mulheres na idade reprodutiva, o ajuste adicional pelo uso de 

anticoncepcionais (não usuárias vs. usuárias) foi efetuado.  

A fim de verificar se os efeitos estimados dos genótipos sobre os 

biomarcadores eram modificados pela presença da β-talassemia menor, testou-se a 

significância de termos de interação entre grupo (controle vs. casos) e os genótipos 

(homozigotas para o alelo de maior frequência vs. carreadoras do alelo polimórfico) 

nos modelos descritos acima. A validade dos modelos finais foi checada pela análise 

de resíduos e pelo diagnóstico de colinearidade.  

Os testes exato de Fischer ou Likelihood Ratio foram utilizados para verificar 

a associação de genótipos TMPRSS6 e HFE com as categorias de cor de pele e as 

classificações fenotípicas das mutações responsáveis pela β-talassemia menor. Em 

análises exploratórias restritas às mulheres de cada grupo, diferenças na mediana 

de biomarcadores entre genótipos foram avaliadas com teste não paramétrico de 

Mann-Whitney.  

O nível de significância adotado foi de 5% para todos os testes realizados.  
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Cadastradas ao voluntariado 

(n = 1082)  Excluídas na triagem inicial (n = 839) 

   Cadastro incompleto (n = 316) 

   Ausência ou recusa da coleta de sangue (n = 41) 

   Não atenderam aos critérios de inclusão (n = 482)  

Eleitas 

(n = 243) 

Completaram o estudo 

(n = 145) 

Incluídas na análise final 

(n = 127) 

 Perdas (n = 98) 

   Dados dietéticos incompletos (n = 89) 

   Desistentes (n = 9) 

 Excluídas na triagem final (n = 18) 

    Não atenderam aos critérios de inclusão (n = 18) 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 ESTUDO 1 – ARTIGO 1: Biodisponibilidade dietética de ferro: concordância 

entre métodos de estimativa e sua associação com as concentrações séricas 

de ferritina de mulheres na idade reprodutiva 

 O objetivo deste artigo foi avaliar a associação entre diferentes estimativas de 

biodisponibilidade dietética de ferro e os valores de ferritina sérica entre mulheres 

adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal.  

 

6.1.1 Resultados 

 

Caracterização geral dos sujeitos 

 

O fluxograma de seleção das voluntárias é apresentado na Figura 1 

(APÊNDICE 9 - Figura suplementar 1). Cento e vinte e sete estudantes foram 

selecionadas e forneceram dados dietéticos completos e válidos. 

 

Figura 1. Fluxograma de seleção das mulheres para o estudo. 
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Na Tabela 1 estão apresentadas as características dietéticas e não dietéticas 

da amostra. As médias de idade e índice de massa corporal foram de 27 anos e 22 

kg/m2, respectivamente. Obesas não foram incluídas, entretanto, 26% das mulheres 

apresentaram circunferência da cintura elevada (> 80 cm) e 11% excesso de peso 

corporal (IMC > 25 kg/m2). De acordo com o padrão nacional de categorização 

socioeconômica, mais de 80% das estudantes foram pertencente às classes sociais 

média alta ou alta (classes B e A). A maioria declarou cor de pele branca (74,8%), foi 

classificada como suficientemente ativa ou muito ativa (61,4%) e considerou sua 

dieta onívora (85,8%). Com exceção de mudanças voluntárias no consumo global de 

alimentos com vistas ao controle do peso corporal, outras alterações importantes 

nos hábitos alimentares, pelo menos nos 12 meses precedente ao estudo, não 

foram relatadas pelas mulheres estudadas. Não onívoras incluíram 2 vegetarianas 

estritas (1,6%), 10 ovo-lacto-vegetarianas (7,9%) e 6 pesco-ovo-lacto-vegetarianas 

(4,7%).  

Mais de um quarto das mulheres relatou ter sido doadora de sangue no 

passado (25,9%).  Sete (5,5%) tiveram histórico de gestação, com antecedência 

mínima de 5 anos ao início do estudo. O uso contínuo de anticoncepcionais 

hormonais era feito por quase 60% das mulheres (n = 75) e foi mais frequente entre 

aquelas com menos de 30 anos de idade (P < 0,05) e pertencentes à classe social 

média alta (P < 0,05). Como esperado, o uso destes medicamentos foi relacionado 

com menores níveis do escore de fluxo menstrual (P < 0,01), mesmo que não tenha 

se associado à menor duração dos períodos. Curiosamente, houve uma maior 

prevalência de inflamação ativa, definida como concentrações aumentadas de 

Proteína C Reativa ultrassensível (PCR > 5 mg/L), entre usuárias de 

anticoncepcionais (P < 0,05). Entretanto, cabe ressaltar que os valores de ferritina, 

neste estudo, foram corrigidos pelas concentrações de PCR e AGP a fim de remover 

o efeito da inflamação nas variações do biomarcador (WHO, 2012). 
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Tabela 1. Caracterização geral de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São 
Paulo, 2016. 

 
Total 

Anticoncepcionais hormonais 

Não usuárias Usuárias 

(n = 127) (n = 52) (n = 75) 

Caracterização sóciodemográficas e de estilo de vida   

   Idade (anos) 
         > 30 anos, n (%) 

27,4 (5,1) [18,0 – 42,0] 
34 (26,8) 

27,8 (6,0) 
19 (36,5)# 

27,2 (4,3) 
15 (20,0)# 

   Índice de massa corporal (kg/m2) 
         > 25 Kg/m2, n (%) 

22,1 (2,4) [17,0 – 29,1] 
14 (11,0) 

21,8 (2,4) 
5 (9,6) 

22,2 (2,4) 
9 (12,0) 

   Circunferência da cintura (cm)  
          > 80 cm, n (%) 

75,4 (7,1) [60,5 – 99,3] 
33 (26,0) 

75,9 (7,1) 
15 (28,8) 

75,5 (7,1) 
18 (24,0) 

   Cor de pele autodeclarada, n (%)  
         Branca 
         Parda ou negra 
         Amarela 

 
95 (74,8) 
24 (18,9) 

8 (6,3) 

 
36 (69,2) 
11 (21,2) 

5 (9,6) 

 
59 (78,7) 
13 (17,3) 
3 (4,0) 

   Nível socioeconômico n (%)* 
         Classe A 
         Classe B 
         Classe C ou D 

 
15 (12,0) 
86 (68,8) 
24 (19,2) 

 
6 (11,5) 

30 (57,7)# 
16 (30,8)# 

 
9 (12,3) 

56 (76,7)# 
8 (11,0)# 

   Tipo de dieta autodeclarada, n (%) 
         Onívora 
         Vegetariana ou restrita em carne  

 
109 (85,8) 
18 (14,2) 

 
43 (82,7) 
9 (17,3) 

 
66 (88,0) 
9 (12,0) 

   Nível de atividade física, n (%) 
         Ativo  
         Muito ativo 
         Insuficientemente ativo 

 
62 (48,8) 
16 (12,6) 
49 (38,6) 

 
22 (42,3) 
7 (13,5) 

23 (44,2) 

 
40 (53,3) 
9 (12,0) 
26 (34,7) 

Caracterização do fluxo menstrual   

   Duração dos períodos, n (%)  
         2 a 3 dias 
         4 a 5 dias 

 
20 (15,7) 
89 (70,1) 

 
6 (11,5) 

37 (71,2) 

 
14 (18,7) 
52 (69,3) 
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         6 a 7 dias 18 (14,2) 9 (17,3) 9 (12,0) 

   Escore de fluxo menstrual, n (%) 
         Baixo  (≤ 13 unidades) 
         Médio (14 – 21 unidades) 
         Alto     (≥ 22 unidades) 

 
44 (34,6) 
39 (30,7) 
44 (34,6) 

 
14 (26,9)## 
12 (23,1)## 
26 (50,0)## 

 
30 (40,0)## 
27 (36,0)## 
18 (24,0)## 

Caracterização hematológica e bioquímica 

   Hemoglobina (g/dL) 
         < 12 g/dL, n (%) 

13,4 (0,8) [11,0 – 15,4] 
4 (3,1) 

13,4 (0,9) 
3 (5,8) 

13,4 (0,8) 
1 (1,3) 

   Saturação da transferrina (%) 
         < 16%, n (%) 

29,9 (11,4) [6,4 – 59,7] 
14 (11,0) 

30,1 (12,8) 
7 (13,5) 

29,8 (10,3) 
7 (9,3) 

   Ferritina (µg/L)**  
         < 15 µg/L, n (%) 

36,6 (31,4; 42,6) [4,0 – 198,0] 
 16 (12,6)  

31,0 (23,6; 40,7) 
11 (21,2)# 

41,0 (34,3; 49,0) 
5 (6,7)# 

   Alfa-glicoproteína ácida (mg/dL) 
         ≥ 100 mg/dL, n (%) 

61,4 (18,9) [26,0 – 133,0] 
4 (3,1) 

65,6 (16,4) 
2 (3,8) 

71,9 (20,8) 
2 (2,7) 

   Proteína C reativa ultrassensível (mg/L) 
         ≥ 5 mg/L, n (%) 

1,1 (0,9; 1,3) [0,2 – 9,8] 
15 (11,8) 

0,5 (0,4; 0,7)## 
1 (1,9)## 

1,7 (1,4; 2,3)## 
14 (18,7)## 

Caracterização dietética 

    Energia total (kcal/dia) 2032,5 (436,5) [958,0 – 3531,9] 1984,6 (465,5) 2065,7 (415,1) 

    Ferro total (mg/dia) 10,9 (2,2) [6,1 – 19,5] 10,3 (2,2)# 11,2 (2,2)# 

    Ferro não-heme (mgl/dia) 10,2 (2,2) [5,8 – 18,1] 9,6 (2,1)# 10,5 (2,2)# 

    Ferro de fortificação (mg/dia) 3,2 (1,2) [0,4 – 6,3] 2,9 (1,3)# 3,4 (1,1)# 

    Ferro heme (mg/dia) 0,7 (0,4) [0,0 – 2,1] 0,7 (0,5) 0,7 (0,4) 

    Tecido animal (g/dia)1 169,9 (76,8) [0,0 – 325,2] 172,1 (79,6) 168,4 (75,2) 

    Vitamina C (mg/dia) 129,0 (81,9) [20,5 – 434,1] 121,1 (65,8) 134,5 (91,5) 

    Cálcio (mg/dia) 845,1 (285,8) [210,3 – 1872,1] 844,6 (2851) 845,5 (288,2) 

    Fitato (mg/dia)2 260,2 (84,1) [82,0 – 563,5] 246,7 (77,7) 269,5 (87,5) 

    Polifenóis (mg/dia)3 223,3 (82,7) [56,4 – 563,0] 234,1 (94,1) 215,8 (73,4) 

    Equivalente de café e chá (xícaras/dia)4 0,3 (0,3; 0,4) [0,0 – 2,0] 0,4 (0,3; 0,5) 0,3 (0,2; 0,4) 

    Álcool (g/dia) 1,1 (1,0; 1,3) [0,0 – 11,3] 1,1 (0,9; 1,4) 1,1 (1,0; 1,3) 

Dados são média (desvio padrão), média geométrica (intervalo de confiança de 95%) ou contagem absoluta (porcentagem). Faixas 
de valores para variáveis contínuas são apresentadas em colchetes.  
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* Dado indisponível para duas voluntárias. 
** Valores de ferritina corrigidos pela inflamação foram transformados em seu logaritmo natural antes das análises. 
1 Peso de tecido cru (1g = 0,77g de tecido cozido). 2 Fitato-fósforo (1 mg =  3,53 mg de ácido fítico). 3 Equivalente de ácido tânico (1 
mg = 1,6 mg de ácido gálico ou ácido clorogênico). 4 Calculado segundo Armah et al. (2013): 1 xícara (240 mL) de chá preto ou 
verde = 2 xícaras (480 mL) de ice tea ou 1,5 xícara (360 mL) de café ou chá de ervas.  
#, ## Indica diferença na distribuição dos valores entre usuárias e não usuárias de anticoncepcionais hormonais, segundo teste t-
Student (variáveis contínuas) ou Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou exato de Fisher (variáveis categóricas); #P < 0,05; ##P < 0,01. 
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O consumo médio de ferro total foi estimado em 10,9 mg/dia, sendo 

aproximadamente 6% como ferro heme e 29% como ferro de fortificação das 

farinhas de trigo e milho (Tabela 1). Não obstante, os principais contribuintes 

alimentares para o consumo de ferro total e ferro não heme foram pães, massas e 

biscoitos (41,8% e 44,1%, respectivamente). Quase 60% do total de ferro heme foi 

proveniente de carnes de gado. No almoço e no jantar foram estimados consumos 

médios comparáveis de ferro não heme (3,28 mg/dia e 2,89 mg/dia, 

respectivamente), mas diferenças de quase 50%  nos conteúdos de tecidos animais 

e de vitamina C. Nessas duas refeições também foram observadas as maiores 

proporções do consumo de fitato (35,9% e 28,3%, respectivamente). Polifenóis e 

cálcio foram consumidos em maiores quantidades no café da manhã e nos lanches, 

sendo procedentes, sobretudo, de chás e café e de leite e iogurtes, respectivamente 

(APÊNDICE 9 - Tabelas Suplementares 1 e 2). 

A média geométrica da concentração de ferritina sérica foi de 36,6 µg/L e a 

prevalência de deficiência de ferro (ferritina < 15 µg/L) foi de 12,6%. Um quarto das 

mulheres deficientes em ferro era anêmica (Hb < 12 g/dL). Quatro casos de 

hiperferritinemia (ferritina > 150 µg/L) foram identificados (3,1%), acompanhados, 

entretanto, por valores normais de saturação da transferrina (< 50%).  

Foi observado que, embora usuárias de anticoncepcionais hormonais tenham 

tido valores médios de consumo de ferro total 0,9 mg/dia maiores do que não 

usuárias do medicamento (10,3 mg/dia vs. 11,2 mg/dia, P < 0,05), a prevalência de 

deficiência de ferro entre as últimas foi mais do que três vezes maior (6,7% vs. 

21,2%, P < 0,05). Os dois grupos, contudo, não diferiram quanto ao consumo médio 

de ferro heme ou de outros componentes dietéticos relacionados com a 

biodisponibilidade do mineral (Tabela 1).   

 

 Estimativa da biodisponibilidade dietética do ferro: modelo probabilístico 

 

Seguindo o método proposto por Dainty e colaboradores (2014), curvas de 

distribuição das necessidades fisiológicas de ferro de usuárias e não usuárias de 

anticoncepcionais (IOM, 2001) foram comparadas a uma série de valores teóricos de 

absorção do ferro total estimado nas dietas, a fim de estabelecer, para a amostra 

estudada, a relação entre a biodisponibilidade média do mineral e a probabilidade de 

inadequação do seu consumo e/ou status corporal. A partir desse modelo, presumiu-
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se que a prevalência observada de mulheres que atenderam suas necessidades 

fisiológicas de ferro (ferritina ≥ 15 µg/L) seria coerente com médias de eficiência 

máxima de sua absorção, num estado limítrofe de adequação (ferritina = 15 µg/L), 

de 16% e 19% entre as usuárias e não usuárias de anticoncepcionais, 

respectivamente. A média ponderada dessas duas estimativas, assumida como a 

biodisponibilidade dietética do ferro para a amostra total, foi calculada em 17,2% 

(Figura 2). A exclusão, na análise, de mulheres com dietas vegetarianas ou restritas 

em carnes não resultou em alteração substancial dessa estimativa. 
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Figura 2. Relação entre a prevalência de inadequação do consumo de ferro total e 
sua biodisponibilidade dietética entre não usuárias e usuárias de anticoncepcionais 
hormonais, segundo modelo probabilístico.  
As médias de biodisponibilidade dietética de ferro de 16% e 19% foram calculadas 
para usuárias e não usuárias de anticoncepcionais, respectivamente. A estimativa 
para a amostra total foi calculada como a média ponderada desses dois valores: 
[(0,591*16)+(0,409*19)] = 17,2%. 

 Estimativa da biodisponibilidade dietética do ferro: algoritmos baseados em 

refeições ou dietas completas 
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As estimativas de absorção do ferro dietético pelos algoritmos foram obtidas 

com cálculos que assumiram, para todos os indivíduos, um status corporal de ferro 

equivalente ao limítrofe da adequação (0 mg de reservas de ferro ou ferritina = 15 

µg/L). Além de visar à obtenção de estimativas coerentes com o conceito tradicional 

de biodisponibilidade dietética do ferro (fração absorvível do mineral por indivíduos 

sem reservas corporais) (IOM, 2001; FAO/WHO, 2001), adotando-se essa estratégia 

foi possível padronizar o resultado dos diferentes algoritmos, cujos métodos de 

ajustes e pesos atribuídos para fatores dietéticos (composição química de refeições 

ou dietas) e fisiológicos (reserva corporal de ferro) são variados.  

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos com os cinco algoritmos testados. 

Ainda que em 1,7% e 4,1% das refeições avaliadas, os modelos de Hallberg & 

Hulthén (2000) e de Reddy et al. (2000) tenham quantificado valores de absorção do 

ferro não heme improvavelmente altos (> 45%), requerendo correção manual, suas 

estimativas de eficiência de absorção do ferro total (médias de 12,02% e 12,80%, 

respectivamente) não foram maiores que aquela obtida com o algoritmo de Monsen 

et al. (1978) (média de 11,57%), também baseado em refeições. Por outro lado, 

valores de biodisponibilidade significantemente menores foram obtidos com os 

algoritmos baseados em dietas completas de Armah et al. (2013) e Collings et al. 

(2013) (médias de 8,91% e 8,51%, respectivamente). Notoriamente, todas as 

médias de biodisponibilidade estimadas com os cinco algoritmos foram 

subestimadas entre 25% e 50% quando comparada à média de 17,2% predita pelo 

modelo probabilístico de aproximação.  
 

Tabela 2. Estimativas de biodisponibilidade dietética do ferro segundo algoritmos 
baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente 
saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Algoritmos 
Ferro biodisponível 

(mg/dia) 
Biodisponibilidade  

(%) 

  

Monsen et al. 1978 1,26 (0,36) 
[0,45 – 2,44]a 

11,57 (2,21) 
[6,54 – 17,95]a 

Hallberg & Hulthén 2000 1,30 (0,42) 
[0,44 – 2,88]a 

12,02 (3,34) 
[4,10 – 24,90]a 

Reddy et al. 2000 1,38 (0,48) 
[0,40 – 3,41]a 

12,80 (3,87) 
[3,61 – 25,07]a 

Armah et al. 2013 0,96 (0,21) 
[0,49 – 1,67]b 

8,91 (1,36) 
[5,62 – 13,33]b 

Collings et al. 2013 0,92 (0,23) 
[0,49 – 1,84]b 

8,51 (1,04) 
[4,61 – 11,44]b 

n = 127. Dados são média (desvio padrão). Faixas de valores são apresentadas em 
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colchetes. Teste não paramétrico de Friedman indica diferença significante entre as 
diferentes estimativas de ferro biodisponível e de biodisponibilidade (P < 0,001 para 
ambas).  
a,b,c Numa mesma coluna, letras subscritas iguais indicam que a distribuição dos 
valores não difere, segundo teste post hoc de Dunn. 

 

 Correlação entre estimativas da biodisponibilidade dietética do ferro e suas 

reservas corporais 

 

Houve forte correlação entre valores de ferro biodisponível estimado com os 

diferentes algoritmos (mg/dia - ajustados pela energia total da dieta), sejam 

baseados em refeições ou dietas completas. Entretanto, o modelo de Collings et al. 

(2013), quando comparado com o de Armah et al. (2013), teve mais fracas medidas 

de associação com os modelos baseados em refeições. Foram altas as correlações 

entre as estimativas obtidas com os algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000) e 

Reddy et al. (2000) (r = 0,851; P < 0,001) e Monsen et al (1978) e Armah et al. 

(2013) (r = 0,851; P < 0,001). Contudo, nenhum dos coeficientes de regressão entre 

quaisquer das estimativas foi próximo do valor 1 (0,8 ≥ β ≤ 1,2), que indicaria a 

identidade entre elas (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Coeficientes de correlação e equações de regressão linear simples entre 
estimativas obtidas com diferentes algoritmos do ferro biodisponível (mg/dia) na 
dieta de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do 
ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Algoritmos 
Monsen  

et al. 1978 
Hallberg & 

Hulthén 2000 
Reddy  

et al. 2000 
Armah  

et al. 2013 

Hallberg & 
Hulthén 2000 

r = 0,823 
y = 1,5x - 0,8 

   

     

Reddy et al.  
2000 

r = 0,718 
y = 1,7x - 0,9 

r = 0,851 
y = 1,2x + 0,0 

  

     

Armah et al.  
2013 

r = 0,850 
y = 0,6x + 0,1 

r = 0,836 
y = 0,4x + 0,4 

r = 0,749 
y = 0,3x + 0,4 

 

     

Collings et al.  
2013 

r = 0,793 
y = 0,5x + 0,1 

r = 0,764 
y = 0,3x + 0,4 

r = 0,694 
y = 0,3x + 0,4 

r = 0,809 
y = 0,8x + 0,1 

n = 127. Estimativas de ferro biodisponível (mg/dia) foram ajustadas pela energia, 
segundo método de resíduos, antes de empregadas nas análises de correlação e 
regressão. Foi utilizado teste de correlação de Pearson. Todos os testes tiveram 
valores de P < 0,001. 

 



 83 
 

Na busca por possíveis variáveis de confusão, foi investigada a associação 

entre características dietéticas e não dietéticas e os quantis de consumo de ferro 

biodisponível (mg/dia) estimados pelos diferentes algoritmos (APÊNDICE 9 - 

Tabelas suplementares 3 a 5). Observou-se forte associação negativa entre a 

adesão a dietas vegetarianas ou restritas em carne com os valores de 

biodisponibilidade calculados pelos algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000), Reddy 

et al. (2000) e Collings et al. (2013) (P < 0,01 para todos), mas não de Monsen et al. 

(1978) ou Armah et al. (2013) (Tabela suplementar 4). Todos os modelos, contudo, 

tiveram medidas de biodisponibilidade fortemente associadas com o conteúdo 

dietético de ferro heme e de tecidos animais (Tabela 4). Os valores obtidos com os 

algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000) e de Reddy et al. (2000) foram os únicos 

não relacionados com o conteúdo dietético de ferro não heme, enquanto foram com 

os de fitato. Além disso, foi observada associação negativa entre o cálcio e as 

medidas do primeiro modelo, provavelmente como reflexo da inclusão, em seus 

cálculos, de efeitos inibitórios deste mineral não só sobre a absorção do ferro não 

heme, mas também do ferro heme presente nas refeições. As estimativas dos 

algoritmos de Reddy et al. (2000) e de Collings et al. (2013) foram as únicas que 

variaram independentemente do conteúdo dietético total de vitamina C, ainda que 

somente o último modelo dispense dados quantitativos em seus cálculos.



 84 
 

Tabela 4. Características dietéticas selecionadas segundo quantis de consumo de ferro biodisponível (mg/dia) estimado com 
algoritmos baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário 
do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Quantil de consumo 
(mg/dia)1 

Ferro  
não heme 

Ferro 
heme 

Tecido 
animal2 

Vitamina C Cálcio Fitato3 Polifenóis4 

mg/dia mg/dia g/dia mg/dia mg/dia mg/dia mg/dia 

Monsen et al. 1978 

   < Mediana   [0,5 – 1,2] 
   ≥ Mediana   [1,2 – 2,5] 

9,7 (1,3) 
10,7 (1,4) 

0,5 (0,3) 
0,9 (0,4) 

147,3 (72,7) 
189,3 (67,2) 

108,3 (69,2) 
149,2 (87,7) 

847,3 (244,1) 
817,8 (246,0) 

258,4 (67,5) 
255,4 (78,4) 

212,2 (57,0) 
234,2 (99,9) 

P teste t-Student  <0,001 <0,001 0,001 0,004 0,499 0,819 0,134 

   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,3] 
   Tercil 3        [1,3 – 2,5] 

9,8 (1,2) 
10,2 (1,6) 
10,5 (1,4) 

0,5 (0,3) 
0,6 (0,3) 
1,0 (0,4) 

136,6 (64,7) 
165,2 (72,3) 
204,3 (66,2) 

90,5 (47,9) 
127,4 (74,6) 
169,7 (95,9) 

859,8 (262,3) 
833,6 (240,1) 
803,1 (232,3) 

255,8 (64,1) 
270,3 (86,0) 
244,5 (66,3) 

213,1 (53,9) 
236,7 (96,5) 
220,2 (91,5) 

P para tendência 0,018 <0,001 <0,001 <0,001 0,289 0,475 0,666 

 

Hallberg & Hulthén 2000 

  < Mediana [0,5 – 1,2] 
  ≥ Mediana [1,3 – 2,9] 

10,0 (1,3) 
10,3 (1,5) 

0,5 (0,3) 
0,9 (0,4) 

133,0 (74,8) 
203,3 (51,0) 

118,2 (87,4) 
139,4 (74,2) 

865,8 (248,9) 
799,5 (237,5) 

266,0 (64,6) 
247,9 (79,8) 

222,4 (80,0) 
224,2 (85,7) 

P teste t-Student  0,257 <0,001 <0,001 0,142 0,127 0,162 0,906 

   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,2 – 1,4] 
   Tercil 3        [1,4 – 2,9] 

10,1 (1,2) 
10,2 (1,7) 
10,2 (1,3) 

0,4 (0,3) 
0,6 (0,3) 
1,0 (0,4) 

117,3 (78,2) 
172,2 (54,8) 
217,0 (43,1) 

116,4 (90,9) 
115,4 (61,9) 
155,2 (83,7) 

887,6 (264,3) 
828,2 (246,5) 
780,1 (213,5) 

272,8 (66,6) 
261,3 (84,4) 
236,1 (62,9) 

222,7 (74,6) 
234,1 (96,1) 
213,1 (76,2) 

P para tendência 0,602 <0,001 <0,001 0,043 0,043 0,011 0,594 

 

Reddy et al. 2000 

   < Mediana   [0,5 – 1,3] 
   ≥ Mediana   [1,3 – 3,1] 

10,2 (1,6) 
10,2 (1,2) 

0,4 (0,3) 
0,9 (0,4) 

128,4 (74,2) 
207,9 (44,7) 

127,8 (87,5) 
130,0 (75,6) 

870,9 (239,2) 
794,5 (245,6) 

286,8 (74,1) 
227,4 (58,8) 

230,7 (89,6) 
216,0 (75,1) 

P teste t-Student 0,986 <0,001 <0,001 0,880 0,078 <0,001 0,317 

   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,5] 
    Tercil 3     [1,6 – 3,1] 

10,3 (1,7) 
10,1 (1,3) 
10,2 (1,2) 

0,4 (0,3) 
0,7 (0,3) 
1,0 (0,4) 

106,6 (74,8) 
176,9 (51,7) 
219,0 (38,4) 

139,2 (97,1) 
106,0 (59,0) 
141,9 (81,2) 

872,4 (259,5) 
797,8 (232,3) 
828,9 (241,8) 

300,4 (78,3) 
248,3 (57,6) 
224,0 (61,4) 

233,0 (84,6) 
214,5 (86,7) 
222,8 (77,2) 



 85 
 

P para tendência 0,730 <0,001 <0,001 0,893 0,416 <0,001 0,574 

 

Armah et al. 2013 

   < Mediana   [0,5 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,5] 

9,6 (1,1) 
10,7 (1,4) 

0,5 (0,3) 
0,8 (0,5) 

161,5 (62,6) 
175,7 (82,0) 

101,9 (67,6) 
157,2 (85,5) 

863,8 (254,8) 
799,5 (230,7) 

253,8 (60,0) 
260,1 (84,8) 

215,5 (65,3) 
231,4 (97,4) 

P teste t-Student <0,001 <0,001 0,275 <0,001 0,139 0,632 0,284 

   Tercil 1        [0,5 – 0,9] 
   Tercil 2        [0,9 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,5] 

9,4 (1,1) 
10,2 (1,2) 
10,8 (1,6) 

0,5 (0,2) 
0,6 (0,4) 
0,9 (0,5) 

156,3 (61,5) 
159,7 (78,1) 
189,5 (74,3) 

95,0 (62,9) 
125,0 (76,8) 
166,1 (87,9) 

872,6 (248,3) 
817,3 (235,2) 
809,1 (251,4) 

254,2 (57,5) 
273,9 (79,2) 
241,6 (77,4) 

223,9 (62,2) 
230,3 (96,2) 
215,3 (85,9) 

P para tendência <0,001 <0,001 0,037 <0,001 0,240 0,400 0,637 

 

Collings et al. 2013 

   < Mediana   [0,6 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,4] 

9,7 (1,3) 
10,6 (1,4) 

0,5 (0,3) 
0,9 (0,4) 

144,0 (82,3) 
193,3 (51,4) 

129,9 (85,9) 
127,8 (77,2) 

855,5 (244,4) 
808,9 (244,4) 

260,6 (73,6) 
253,1 (72,6) 

221,9 (80,5) 
224,7 (85,3) 

P teste t-Student <0,001 <0,001 <0,001 0,887 0,286 0,566 0,848 

   Tercil 1        [0,6 – 0,8] 
   Tercil 2        [0,8 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,4] 

9,4 (1,2) 
10,2 (1,1) 
10,9 (1,5) 

0,4 (0,3) 
0,7 (0,3) 
1,0 (0,4) 

135,4 (84,9) 
169,0 (61,6) 
200,0 (56,3) 

126,4 (87,7) 
126,7 (76,3) 
133,7 (82,0) 

844,3 (250,2) 
824,6 (279,2) 
829,0 (201,8) 

252,8 (64,5) 
254,2 (73,5) 
263,6 (81,0) 

204,5 (58,5) 
239,5 (95,6) 
224,6 (86,0) 

P para tendência <0,001 <0,001 <0,001 0,687 0,778 0,501 0,215 

n = 127. Dados são média (desvio padrão).  
Todas as estimativas dietéticas foram ajustadas pela energia, segundo método de resíduos, antes de serem analisadas.  
1 Faixas de valores de ferro biodisponível (mg/dia) ajustados pela energia são apresentadas em colchetes. 2 Peso de tecido cru (1g 
= 0,77g de tecido cozido). 3 Fitato-fósforo (1 mg =  3,53 mg de ácido fítico). 4 Equivalente de ácido tânico (1 mg = 1,6 mg de ácido 
gálico ou ácido clorogênico). 
Comparações de médias entre quantis de consumo foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com contraste polinomial para 
tendência linear.  
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Valores brutos e ajustados de ferritina sérica segundo os quantis de consumo 

de ferro biodisponível (mg/dia) estão apresentadas na Tabela 5. Observou-se que, 

após ajustes por variáveis não dietéticas (idade, IMC, cor de pele, nível de atividade 

física, uso de anticoncepcionais hormonais e nível de escore do fluxo menstrual), 

diferenças significantes de 30,5% e 37,4% foram estimadas nas médias de ferritina 

entre mulheres classificadas nos extremos tercis do consumo de ferro biodisponível 

calculado com os algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000) (P < 0,05) e de Collings et 

al. (2013) (P < 0,01), respectivamente. Não obstante, grupos classificados segundo 

a mediana dos valores estimados por esses dois algoritmos tiveram diferenças de 

aproximadamente 30% nas concentrações médias do biomarcador (P < 0,05 e P < 

0,01, respectivamente). O ajuste adicional dos modelos com uma variável indicadora 

de vegetariano ou restrição dietética de carnes reduziu a significância destas 

associações. A diferença das médias entre extremos tercis permaneceu significante 

para as estimativas do modelo de Collings et al (2013) (P = 0,021), mas não de 

Hallberg & Hulthén (2000) (P = 0,103). Isso sugere que importante parte das 

associações observadas entre a estimativa de biodisponibilidade de ferro e o 

biomarcador, principalmente em relação ao último modelo, pode ser atribuída a 

variações dietéticas e bioquímicas ligadas à adoção desse padrão alimentar. Cabe 

ressaltar, ainda assim, que as diferenças relativas nas médias do biomarcador entre 

os quantis não foram alteradas substancialmente em testes que consideraram a 

exclusão de não onívoras. Em nenhum dos modelos testados, houve evidência de 

efeito interativo entre dieta e uso de anticoncepcionais hormonais sobre os valores 

do biomarcador (P para interação > 0,05).  

Por fim, diferenças nas médias de ferritina entre quantis de consumo dos 

componentes dietéticos isolados apresentados na Tabela 1, incluindo o ferro total e 

ferro heme, foram também testadas. Nenhuma associação, entretanto, permaneceu 

significante após ajustes pelas estimativas de ferro biodisponível. A despeito do 

insuficiente poder para testes de comparação entre mulheres deficientes e 

suficientes em ferro, diferenças na distribuição dos quantis de consumo estimado 

dos componentes dietéticos isolados ou de ferro biodisponível não foram evidentes 

(P > 0,05). Componentes dietéticos isolados também não se mostram relacionados 

com os outros marcadores hematológicos e bioquímicos estudados. Contudo, 

observou-se que quantis de ferro biodisponível estimado com o modelo de Hallberg 

& Hulthén (2000), mas não de Collings et al. (2013), foram associados com os 
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valores de saturação da transferrina (P < 0,05) (APÊNDICE 9 - Tabela suplementar 

5), além da ferritina sérica.  
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Tabela 5. Médias geométricas brutas e ajustadas das concentrações séricas de ferritina (µg/L) segundo quantis de consumo de 
ferro biodisponível estimado com algoritmos baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente 
saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Algoritmo 
Mediana 

 
Tercil 

Abaixo Acima 1 2 3 

Monsen et al. 1978    

Médias brutas 34,7 (27,5; 43,8) 38,5 (31,4; 47,3)  37,3 (27,6; 50,4) 32,4 (24,9; 42,1) 40,5 (31,7; 61,6) 

Médias ajustadas 33,9 (27,8; 41,5) 39,4 (32,2; 48,0)  36,7 (28,8; 46,8) 31,4 (24,5; 40,1) 42,5 (33,0; 54,6) 

       

Hallberg & Hulthén 2000   

Médias brutas 32,0 (25,6; 40,0) 41,7 (33,8; 51,4)  34,7 (26,5; 45,4) 33,8 (25,1; 45,7) 41,7 (32,7; 53,1) 

Médias ajustadas 30,4 (24,9; 37,1) 43,9 (36,0; 53,5)#  31,9 (25,0; 40,7) 33,5 (26,3; 42,8) 45,9 (35,8; 58,8)# 

       

Reddy et al. 2000   

Médias brutas 34,9 (28,2; 43,1) 38,3 (30,3; 48,0)  35,2 (27,6; 45,0) 33,6 (25,6; 44,0) 41,3 (30,9; 55,3) 

Médias ajustadas 33,1 (27,1; 40,4) 40,3 (33,1; 49,1)  31,6 (24,5; 40,6) 34,5 (26,9; 44,2) 44,6 (35,0; 56,9) 

       

Armah et al. 2013   

Médias brutas 33,9 (27,3; 42,2) 39,6 (31,8; 49,3)  31,5 (23,8; 41,7) 37,7 (28,8; 49,3) 41,0 (31,4; 53,3) 

Médias ajustadas 33,2 (27,2; 40,5) 40,4 (33,0; 49,6)  30,2 (23,5; 38,8) 38,2 (30,1; 48,5) 42,1 (32,9; 53,9) 

       

Collings et al. 2013   

Médias brutas 32,1 (26,0; 39,6) 41,7 (33,4; 52,2)  29,6 (22,7; 38,7) 37,9 (28,7; 50,3) 43,1 (33,5; 55,6) 

Médias ajustadas 30,9 (25,5; 37,6) 43,3 (35,6; 52,7)#  27,8 (21,8; 35,5) 39,2 (31,0; 49,4)# 44,4 (34,8; 56,7)## 

n = 127. Dados são média geométrica (intervalo de confiança de 95%).  
Valores de ferritina corrigidos pela inflamação foram transformados em seu logaritmo natural antes das análises.  
Comparações entre médias cruas segundo quantis de consumo foram feitas com os testes t-Student ou ANOVA. No modelo 
múltiplo, variáveis de ajuste incluíram: idade, IMC, cor de pele, nível de atividade física, uso de anticoncepcionais hormonais e 
nível de escore do fluxo menstrual.. 
 #, ## Indica diferença em relação ao primeiro quantil, segundo modelo de regressão linear múltiplo. #P < 0,05; ##P < 0,01 
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6.1.2. Discussão 

 

Por serem ferramentas úteis na avaliação e no planejamento de dietas e 

ações de saúde pública, uma variedade de modelos de predição da 

biodisponibilidade de ferro foi desenvolvida nos últimos 40 anos. Entretanto, as 

estimativas obtidas com cada método têm precisão e acurácia ainda questionáveis e 

estudos que validem sua utilidade prática são escassos (HUNT, 2010; BEARD et al., 

2007; LYNCH, 2005; REDDY, 2005). Neste trabalho, numa amostra de mulheres em 

presumido balanço estacionário do ferro corporal (necessidade fisiológica e 

consumo alimentar pouco variáveis há pelo menos 12 meses) (HALLBERG, 

HULTHÉN & GARBY, 2000; HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 1998), buscamos 

atestar a concordância de diferentes modelos matemáticos em predizer a 

biodisponibilidade dietética do mineral a partir de dados de inquéritos alimentares. 

Além disso, as estimativas obtidas por algoritmos foram testadas quanto à 

associação com valores de ferritina sérica. Buscamos assim fornecer evidências 

indiretas da validade desses métodos, assumindo que, após ajuste pelas perdas 

fisiológicas, as variações nas reservas corporais de ferro são potencialmente 

preditas por estimativas precisas da sua biodisponibilidade na dieta habitual 

(HALLBERG, 2000).  

Recrutamos para o estudo estudantes com alto nível educacional e utilizamos 

metodologias confiáveis para coleta (GALANTE, 2007; GALANTE, 2004), controle 

de qualidade (MCCRORY et al., 2002; WILLET, 1998) e ajuste estatístico 

(HAUBROCK et al., 2011; WILLET, HOWE & KUSHI, 1997) dos dados  dietéticos. 

Embora a criteriosa seleção das mulheres possa ter limitado a representatividade 

dos padrões alimentares da população, notamos que o consumo médio de ferro total 

(10,9 mg/dia) foi semelhante ao estimado para mulheres adultas em levantamento 

nacional (10,1 mg/dia) (IBGE, 2011). Além disso, o consumo médio de carnes (130,8 

g/dia) foi similar ao descrito para paulistanas (130,6 g/dia) (DE CARVALHO et al., 

2014), apesar da possível super-representação de vegetarianas entre as 

universitárias. Semelhanças com a população foram também observadas quanto 

aos contribuintes alimentares para o consumo total do mineral (41,8% de farináceos 

e 17,4% de carnes) (VIEIRA et al., 2016).  
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Além da qualidade dos dados dietéticos, atentamos para a seleção de 

mulheres sem complicações clínicas, buscamos garantir uma adequada 

interpretação dos biomarcadores laboratoriais (WHO, 2012) e caracterizamos 

detalhadamente aspectos nutricionais, sóciodemográficos e do fluxo menstrual das 

participantes. Entretanto, como possível resultado dos extensivos critérios de 

seleção amostral, houve relativa suficiência de ferro entre as mulheres estudadas 

(87,4%), principalmente entre usuárias de anticoncepcionais hormonais (93,3). Esse 

cenário pode ter reduzido nossa capacidade de captar importantes variações do 

status de ferro associadas com a dieta, visto que seu efeito é mais pronunciado 

entre indivíduos com baixas reservas do mineral (COLLINGS et al. 2013). Além 

disso, a baixa prevalência de inadequação do status de ferro pode ter elevado o 

grau de incerteza na estimativa da sua biodisponibilidade dietética por modelagem 

probabilística (DAINTY et al, 2014).  

De fato, observamos uma diferença de 3% nos valores estimados de 

biodisponibilidade de ferro para usuárias e não usuárias de anticoncepcionais 

(Figura 1), embora um mesmo status de ferro (ferritina = 15 µg/L) tenha sido 

ajustado no modelo probabilístico. Os dois grupos diferiram quanto ao consumo de 

ferro total em aproximadamente 1 mg/dia, contudo, é pouco provável que essa 

diferença tenha tido impacto significante nas estimativas. Além disso, o valor de 

biodisponibilidade obtida por este modelo (17,2%) foi bastante aproximado do 

assumido para dietas ocidentais (18%) (FBN, IOM, 2001), o que fornece indícios 

iniciais de bom desempenho do método. 

Suporte adicional para a validade do método probabilístico é sua 

concordância com modelo semelhante proposto por Hallberg e colaboradores (2000) 

(HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 2000), que se baseia em curva alternativa de 

distribuição das necessidades fisiológicas de ferro (HALLBERG & ROSSANDER-

HULTÉN, 1991; FAO, 2001). Segundo essa equação, a prevalência de deficiência 

de ferro estimada para não usuárias de anticoncepcionais (21,2%) seria coerente 

com uma média de consumo de ferro biodisponível de 28 µg/kg/dia, assumindo-se 

um balanço estacionário de ferro corporal para todas as mulheres. Essa figura é 

comparável à calculada a partir das médias do consumo do mineral (10,3 mg/dia) e 

do peso corporal (59,5 kg) das não usuárias de anticoncepcional, admitindo-se a 

biodisponibilidade de 17,2% estimada pelo modelo probabilístico de aproximação 

(30 µg/kg/dia). Entretanto, equação semelhante, baseada nas curvas de 
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necessidades de usuárias de anticoncepcionais, não está disponível na publicação 

original deste último modelo (HALLBERG, HULTHÉN & GARBY, 2000). 

Estudos epidemiológicos que objetivamente testaram a validade de algoritmos 

de biodisponibilidade do ferro são escassos. Em estudo com religiosas de conventos 

situados nas Filipinas, Beard e colaboradores (2007) descrevem que os algoritmos 

de Monsen et al. (1978), Hallberg & Hulthen (2000) e Reddy et al (2000) 

subestimaram entre 57% e 66% a eficiência de absorção de ferro daquela mulheres, 

predita a partir da mudança nas reservas corporais do mineral em resposta à uma 

intervenção com alimento fortificado (BEARD et al., 2007). Zimmermann e 

colaboradores (2005), também baseados em um cálculo indireto da absorção de 

ferro a partir de mudanças no status corporal de crianças marroquinas, encontraram 

uma subestimativa de 50% para a medida obtida com o algoritmo de Reddy et al 

(2000) (ZIMERMANN et al., 2005). No presente estudo, as estimativas de 

biodisponibilidade obtidas pelos algoritmos foram comparadas ao modelo 

probabilístico, julgado como o método menos afetado pelos erros associados com a 

avaliação do consumo alimentar (DAINTY et al., 2014). 

Assim, todas as medidas de biodisponibilidade obtidas por algoritmos foram 

subestimadas quando comparadas àquela da estratégia probabilística. Ainda que 

correlacionadas (0,69 ≤ r ≤ 0,85), essas estimativas diferiram da identidade (0,8 ≥ β 

≤ 1,2) e clara discordância foi encontrada entre médias obtidas com os modelos 

baseados em refeições (11,6% a 12,80%) (MONSEN et al., 1978; HALLBERG & 

HÚLTHEN, 2000; REDDY et al., 2000) ou dietas completas (8,5% a 8,9%) 

(COLLINGS et al., 2013; ARMAH et al., 2013). A exclusão de mulheres vegetarianas 

ou com restrição dietética de carnes elevaram essas médias de biodisponibilidade 

entre 0,14 e 0,78 pontos percentuais, não modificando substancialmente os 

resultados.  

Surpreendentemente, os algoritmos baseados em dietas completas de 

Collings et al. (2013) e Armah et al. (2013), que foram recentemente propostos como 

alternativas mais acuradas aos modelos baseados em refeições, geraram as mais 

baixas estimativas de biodisponibilidade de ferro. Esse achado sinaliza um possível 

exagero no efeito inibitório da absorção do mineral atribuído aos valores de ferritina 

sérica ou na magnitude dos efeitos atribuídos aos elementos dietéticos empregados 

em seus cálculos. Há de se considerar, entretanto, que ambos os algoritmos 

resultaram em valores de biodisponibilidade semelhantes, ainda que mínimas 
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informações sobre a composição da dieta são utilizadas nos cálculos de Collings et 

al. (2013).   

Nossos resultados discordam dos descritos por Armah e colaboradores 

(2015) que, utilizando o algoritmo proposto pelos próprios autores, estimaram uma 

biodisponibilidade de ferro de 15% na dieta norte-americana, embora seu conteúdo 

estimado de carnes (52 g/dia) e de vitamina C (52 mg/dia) tenha sido menor que o 

observado na dieta das mulheres do presente estudo (Tabela 1) (ARMAH et al., 

2015; ARMAH et al., 2013). Por outro lado, um consumo relativamente alto de fitato 

foi encontrado entre as mulheres aqui avaliadas (260,2 mg/dia como fitato ou 926,3 

mg/dia como ácido fítico), o que pode também ter contribuído para a subestimação 

observada nos resultado dos algoritmos de Hallberg & Hulthen (2000) e de Reddy et 

al (2000). Tais valores de fitato foram obtidos de tabelas internacionais de 

composição de alimentos (APÊNDICE 7) (HALBERG  &  HULTHEN, 2000; 

HARLAND  &  OBERLEAS,  1993; FAO,  1990)  e requerem confirmação por 

análises químicas dos itens consumidos no Brasil. Ainda assim, o conteúdo médio 

de fitato estimado para as refeições relatadas nos registros alimentares (64,9  mg – 

Tabela suplementar 2) foi bastante semelhante ao obtido por determinação direta 

em amostras de refeições planejadas para refletir o hábito alimentar de brasileiros 

(62,6 mg) (RIBEIRO et al., 2013). 

Provavelmente devido a sua complexidade e refinamento, o algoritmo de 

Hallberg & Hulthén (2000) gerou estimativas de biodisponibilidade dietética de ferro 

que se mostraram preditoras independentes dos valores de ferritina sérica das 

mulheres estudadas (Tabela 5). Ainda assim, as estimativas obtidas com o algoritmo 

de Collings et al (2013), o mais simples dentre todos os modelos testados, 

supreendentemente tiveram associação relativamente mais forte com o 

biomarcador. Ainda que tenham diferido quanto à identidade (β = 0,3), as estimativas 

dos dois modelos foram correlacionadas entre si (r = 0,76). Entretanto, profundas 

diferenças existem entre suas metodologias de estimação.  

O modelo de Hallberg & Hulthén (2000) foi elaborado a partir de ensaios com 

radioisótopos em refeições e prevê ajustes pelo efeito facilitador ou inibidor de 

elementos dietéticos por meio de oito equações de correção da absorção do ferro 

não heme e uma do ferro heme. Além disso, corrige a absorção de ambas as 

frações de ferro pelos valores de ferritina sérica utilizando equações exponenciais 

(HALBERG & HULTHEN, 2000). O modelo de Collings et al (2013), por sua vez, foi 
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gerado a partir de meta-análise de ensaios com radioisótopos ou isótopos estáveis, 

baseados em dietas completas (período ≥ 1 dia). Ele também emprega equação 

exponencial para correção dos valores de absorção pela ferritina sérica. 

Excepcionalmente, este modelo não requer qualquer dado quantitativo da dieta, 

exceto o conteúdo de ferro não heme. Assim, um valor fixo de absorção foi 

assumido para a fração de ferro heme (FBN, IOM, 2001). Sua equação é resumida a 

três correções da biodisponibilidade do ferro não heme em função do tipo de dieta 

em análise, que deve ser arbitrariamente julgada como ordinária, rica em inibidores 

ou rica em facilitadores da absorção do ferro (COLLINGS et al., 2013). 

 Não é surpresa, assim, que foram observadas associações significantes 

entre o conteúdo dietético de inibidores e facilitadores da absorção do ferro com as 

estimativas obtidas pelo modelo de Hallberg & Hulthén (2000), mas não de Collings 

et al. (2013). Ambos as estimativas, entretanto, foram semelhantemente 

correlacionadas com o conteúdo dietético de ferro heme (Tabela 4). Assim, 

importantes variações dietéticas possivelmente capturadas pelo algoritmo de 

Collings et al. (2013), mas não de Hallberg & Hulthén (2000), não são prováveis 

causas da mais forte associação entre os valores de ferritina observada para as 

estimativas do primeiro modelo, em relação ao último. Além disso, o ajuste dos 

modelos por uma variável indicadora de vegetarianismo reduziu a significância da 

associação de ambos os modelos, contudo a diferença das médias do biomarcador 

entre extremos tercis permaneceu significante para as estimativas do modelo de 

Collings et al (2013), mas não de Hallberg & Hulthén (2000). 

Por um lado, a diferença dos dois modelos quanto à força de associação com 

os valores de ferritina pode sugerir que, como de fato ostentado por alguns autores, 

os algoritmos baseados em refeições geraram estimativas com improvável variação, 

uma vez que atribuem exagerados efeitos facilitador ou inibidor da dieta sobre a 

absorção do ferro não heme (COLLINGS et al., 2013; ARMAH et al., 2013 HUNT & 

ROUGHEAD, 2000; COOK, 1991). Por outro lado, nossos dados sugerem que o 

algoritmo de Hallberg & Hulthén (2000) foi mais eficiente em discriminar as 

conhecidas diferenças na biodisponibilidade do ferro entre dietas onívoras e 

vegetarianas (FBN, IOM, 2001). Parte disso porque suas estimativas foram as 

únicas associadas com os valores de saturação da transferrina, cuja diferença nas 

médias entre mulheres onívoras e com declarada restrição dietética de carnes 

tiveram contraste relativamente mais importante (31,3% vs. 21,8%, P = 0,001) que o 



 94 
 

observado para ferritina (38,3 µg/L vs. 21,8 µg/L, P = 0,150). Esses achados 

reiteram as observações de Hunt (2010) que, numa tentativa de validação dos 

algoritmos de biodisponibilidade utilizando ensaio de absorção de dietas completas 

onívoras e vegetarianas, apontam os melhores resultados para as estimativas 

obtidas com o modelo de Hallberg & Hulthén (2000) (HUNT, 2010). 

Como descrito por muitos estudos observacionais (FBN, IOM, 2001), 

estimativas de consumo de ferro total não se mostraram preditoras independentes 

das concentrações de ferritina entre as mulheres estudadas, o que reforça a 

importância da estimativa da biodisponibilidade dietética de ferro para a melhor 

intepretação do papel da dieta no status de ferro e nos desfechos de saúde e 

doença com ele relacionados. A evidência de um forte componente hereditário na 

variação interindividual da absorção do ferro dietético (ZIMERMANN et al., 2010) 

sinaliza que identificação dos seus determinantes moleculares melhorará ainda mais 

o entendimento da relação da dieta com o esses desfechos (Artigo 2 desta tese). 

A confirmação dos nossos achados se faz necessária, sobretudo em estudos 

de base populacional, a fim de esclarecer se os modelos de biodisponibilidade de 

ferro são úteis na predição do status de ferro de indivíduos expostos a múltiplos 

fatores ambientais que influenciam o balanço corporal do mineral. Nossas condições 

experimentais, entretanto, nos permitiram evidenciar que, no contexto das dietas 

avaliadas, medidas quantitativas de biodisponibilidade dietética do ferro calculadas 

por algoritmos ou por modelagem probabilística são discordantes entre si. Neste 

cenário, contudo, observou-se que com os algoritmos de Hallberg & Hulthén (2000) 

e de Collings et al. (2013) foram obtidas  estimativas dietéticas mais fortemente 

relacionadas com as concentrações  séricas de ferritina  do que aquelas de 

consumo de ferro total ou de outros nutrientes e de não-nutrientes conhecidos por 

modificar sua biodisponibilidade.  

Esses resultados sugerem que os dois algoritmos acima citados podem ser 

ferramentas úteis para monitorar e classificar dietas e/ou refeições em relação ao 

seu conteúdo de ferro biodisponível e/ou aos efeitos esperados sobre o balanço 

corporal do mineral entre mulheres com hábitos alimentares diversos. Por outro lado, 

sugerem precaução na interpretação de estudos epidemiológicos que visam o 

reajuste de referências dietéticas do mineral a partir dos métodos aqui avaliados, 

pois apresentam precisão e acurácia ainda desconhecidas. Em resumo, reiteramos 

a importante e a complexa relação da dieta com o balanço corporal de ferro de 
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mulheres na idade reprodutiva e sinalizamos a necessidade de validação dos 

modelos atualmente disponíveis para a predição da biodisponibilidade dietética do 

mineral utilizando inquéritos dietéticos. 
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6.2 ESTUDO 1 – ARTIGO 2: Genótipos TMPRSS6 e HFE podem modificar a 

associação do consumo de ferro com seu status corporal: evidências de um 

estudo transversal com mulheres na idade reprodutiva 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar a associação de variantes do gene 

TMPRSS6 e da biodisponibilidade estimada do ferro dietético com variações nos 

biomarcadores do seu status corporal entre mulheres adultas aparentemente 

saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. Testou-se a hipótese de que 

biodisponibilidade dietética de ferro e variantes TMPRSS6 tem efeito interativo sobre 

os biomarcadores do mineral. 

6.2.1 Resultados 

As médias (± desvio padrão) de idade e de índice de massa corporal foram de 

27,4 ± 5,1 anos e 22,1 ± 2,4 kg/m2, respectivamente. Três quartos das mulheres se 

autodeclararam brancas. Segundo as referências de ingestão do mineral (FNB, IOM, 

2001), com o consumo médio observado de 10,9 mg diários de ferro total, cerca de 

14,4% das mulheres estariam em risco de inadequação dietética deste mineral. As 

concentrações de ferritina sérica, ajustadas pela inflamação (WHO, 2012), tiveram 

média geométrica de 36,6 µg/L, variando de 4 a 198 µg/L, enquanto as médias (± 

desvio padrão) de saturação da transferrina e de hemoglobina foram de 29,9 ± 

11,4% e 13,4 ± 0,8 g/dL, respectivamente. A deficiência de ferro (ferritina < 15 µg/L) 

e a anemia ferropriva (Hb < 12 g/dL e ferritina < 15 µg/L) estiveram presentes em 

12,6% e 3,1% das mulheres. Os três biomarcadores estudados correlacionaram-se 

moderadamente (0,34 ≤ r ≤ 0,38, P < 0,001). Na Tabela 6 estão apresentadas suas  

distribuições, segundo características nutricionais e sociodemográficas.  
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Tabela 6. Distribuição de ferritina, saturação da transferrina e hemoglobina segundo características nutricionais e 
sociodemográficas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

 n (%) 
Ferritina* 

Saturação da 
transferrina 

Hemoglobina 

µg/L % g/dL 

Cor de pele autodeclarada1 
   Branca 
   Parda ou negra 
   Amarela 

 
95 (74,8) 
24 (18,9) 

8 (6,3) 

 
39,4 (33,0; 47,1) 
27,0 (19,6; 37,1) 
37,0 (15,3; 89,5) 

 
30,4 (10,9) 
28,3 (12,9) 
29,4 (13,2) 

 
13,4 (0,8) 
13,2 (0,9) 
13,3 (0,6) 

Anticoncepcionais hormonais 
   Não usuária    
   Usuária 

 
52 (40,9) 
75 (59,1) 

 
31,6 (24,0; 41,6) 
41,0 (34,3; 49,0) 

 
30,1 (12,8) 
29,8 (10,3) 

 
13,4 (0,9) 
13,4 (0,8) 

Escore de fluxo menstrual£1,2,3 
   Baixo 
   Médio 
   Alto 

 
44 (34,6) 
39 (30,7) 
44 (34,6) 

 
53,5 (42,3; 67,6) 
36,1 (28,9; 45,0) 
25,3 (18,8; 33,9) 

 
32,5 (12,0) 
29,6 (10,2) 
27,6 (11,3) 

 
13,6 (0,8) 
13,3 (0,6) 
13,2 (1,0) 

Nível de atividade física1 
   Ativo  
   Muito ativo  
   Insuficientemente ativo 

 
62 (48,8) 
16 (12,6) 
49 (38,6) 

 
36,8 (28,1; 48,1) 
24,6 (14,7; 41,3) 
40,3 (33,1; 49,1) 

 
31,7 (10,5) 
27,6 (12,5) 
28,4 (11,8) 

 
13,4 (0,7) 
13,3 (0,9) 
13,4 (0,9) 

Tipo de dieta autodeclarada2,3 
   Onívora 
   Vegetariana ou restrita em carnes 

 
109 (85,8) 
18 (14,2 

 
38,3 (32,4; 45,2) 
27,8 (18,8; 41,1) 

 
31,2 (11,5) 
21,8 (6,2) 

 
13,4 (0,8) 
13,0 (1,0) 

Ferro dietético biodisponível££ 
   Baixo 
   Médio 
   Alto 

 
43 (33,9) 
42 (33,1) 
42 (33,1) 

 
34,7 (26,5; 45,4) 
33,8 (25,1; 45,7) 
41,7 (32,8; 53,1) 

 
27,5 (8,9) 

29,5 (12,0) 
32,7 (12,5) 

 
13,2 (0,8) 
13,5 (0,9) 
13,4 (0,7) 

n = 127. Dados são média geométrica (IC de 95%) ou média aritmética (DP). 
* Valores de ferritina, corrigidos pela inflamação, foram transformados em seu logaritmo natural antes das análises. 
** n=126. Modelo não incluiu dados de um outlier influente. 
£ Escore expresso como unidades arbitrárias (UA) e classificado segundo distribuição na amostra (Heath et al. 1999): baixo (tercil 
1), ≤ 13 UA; médio (tercil 2), 14-21 UA; alto (tercil 3), ≥ 22 UA. 
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££ Estimativa de consumo diário (Hallberg & Hulthen, 2000) ajustada pela energia total da dieta e classificada segundo distribuição 
na amostra: baixo (tercil 1), ≤ 1,1 mg/dia; médio (tercil 2), 1,2-1,4 mg/dia; alto (tercil 3), > 1,4 mg/dia. 
1 Associação significante com concentrações de ferritina sérica (P < 0,05) após ajuste por idade, IMC e demais variáveis 
apresentadas na tabela, segundo modelo de regressão linear (R2 = 0,259; R2 ajustado = 0,188; P < 0,001).  
2 Associação significante com valores de saturação da transferrina (P < 0,05) após ajuste por idade, IMC e demais variáveis 
apresentadas na tabela, segundo modelo de regressão linear (R2 = 0,226; R2 ajustado = 0,152; P = 0,001). 
3 Associação significante com concentrações de hemoglobina (P < 0,05) após ajuste por idade, IMC e demais variáveis 
apresentadas na tabela, segundo modelo de regressão linear (R2 = 0,185; R2 ajustado = 0,106; P = 0,009). 
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Houve correlação negativa entre níveis estimados de fluxo menstrual e 

valores de ferritina (β = -40,4%, P < 0,001), saturação da transferrina (β = - 2,897, P 

= 0,017) e hemoglobina (β = -0,18 P = 0,043). Menores concentrações de ferritina 

foram também encontradas entre mulheres pardas ou negras, quando comparadas 

às brancas (β = -44,4%, P = 0,018), e entre as fisicamente muito ativas, quando 

comparadas às ativas (β = -69,0%, P = 0,005). Após ajuste dos modelos múltiplos 

pela prática de vegetarianismo ou de restrição dietética de carnes, a associação 

entre o consumo estimado de ferro biodisponível e o seu status corporal não 

permaneceu estatisticamente significante. Contudo, foi observada associação entre 

a adoção desse padrão alimentar e menores valores de saturação da transferrina (β 

= -8,32, P = 0,006) e de hemoglobina (β = -0,45, P = 0,045). Além disso, o primeiro 

biomarcador foi negativamente correlacionado com idade (β = -0,43, P = 0,026), 

enquanto o último foi positivamente associado com IMC (β = 0,09, P = 0,003). Em 

combinação, os indicadores nutricionais, sóciodemográficos e do fluxo menstrual 

explicaram 18,8%, 15,2% e 10,6% da variação nos valores de ferritina, saturação da 

transferrina e hemoglobina, respectivamente (Tabela 6).  

 As distribuições dos genótipos para os quatro polimorfismos avaliados não 

diferiram daquelas esperadas para suas respectivas frequências alélicas, segundo 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (P ≥ 0,200). Os alelos polimórficos das variantes 

rs855791 (MT2736V – alelo A) e rs4820268 (MT2521D – alelo G) do gene TMPRSS6 

estiveram em forte desequilíbrio de ligação (r2 = 0,7; D’ = 0,91). Suas frequências 

(0,44 e 0,48) foram maiores que às encontradas nas populações da África (HapMap 

YRI e ASW - 0,11-0,19 e 0,21-0,40, respectivamente), mas comparáveis àquelas de 

países europeus (HapMap CEU e TSI - 0,41-0,46 e 0,48-0,49, respectivamente). 

Semelhantemente, as frequências dos alelos polimórficos rs1799945 (HFE63D – alelo 

G) e rs1800562 (HFE282Y – alelo A) (0,15 e 0,01, respectivamente) do gene HFE 

foram comparáveis às da Europa (HapMap CEU e TSI - 0,13-0,18 e 0,03-0,05, 

respectivamente) e daquelas estimadas por outros estudos no Brasil (LEÃO et al., 

2014). A análise de desequilíbrio de ligação indicou que essas duas variantes 

segregam em haplótipos distintos (r2 = 0,0, D’ = 0,41).  

Mulheres deficientes e suficientes em ferro não diferiram quanto às 

frequências das variantes MT2736V (0,38 vs. 0,45, P = 0,449), MT2521D (0,38 vs. 0,49, 

P = 0,219) ou HFE63D (0,13 vs. 0,15, P = 0,676), nem de haplótipos TMPRSS6 (GA, 

0,50; AG, 0,42; GG, 0,06; AA, 0,02). Devido ao número pequeno de amostras, 
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optou-se por analisar a associação do alelo HFE63D com o status de ferro das 

mulheres homozigotas (n = 4) em combinação com aquelas heterozigotas na mesma 

posição (efeito genético dominante). O alelo HFE282Y foi identificado em apenas 

quatro mulheres (frequência alélica ~ 1,5%), incluindo uma heterozigota composta 

com o HFE63D.  

As estimativas de consumo de ferro total, incluindo sua fração biodisponível, 

não diferiram entre mulheres com diferentes genótipos TMPRSS6 e HFE 

(APÊNDICE 9 - Tabela suplementar 6). Excetuando a tendência de carreadoras 

dos alelos MT2736V declararem-se mais frequentemente como brancas (P = 0,046) e 

de carreadoras do HFE63D menos frequentemente como amarelas (P = 0,056), 

outras caraterísticas sociodemográficas, nutricionais ou de perdas menstruais não 

foram associadas aos genótipos avaliados (Tabelas suplementares 7 a 10). Nos 

modelos múltiplos (Tabela 7), observou-se que tanto as homozigotas, quanto as 

heterozigotas para o alelo MT2736V, apresentaram valores de saturação da 

transferrina 5 ou 6 pontos percentuais menores que homozigotas para o alelo 

ancestral (MT2736V). Assumindo-se um efeito genético dominante, 4,5% da variância 

nos valores desse biomarcador foi independentemente explicada por este genótipo 

(β = -5,4, P = 0,007). Em testes de associação dos haplótipos MT2736V e MT2521D 

com o status de ferro, notou-se que, para os três biomarcadores avaliados, 

coeficientes de inclinação negativos foram estimados para os haplótipos carreadores 

do alelo MT2521D (alelo G). Ainda que o haplótipo carreador do MT2736V mas não do 

MT2521D (AA) não tenha indicado associação inversa com o status de ferro, sua 

frequência foi rara entre as mulheres estudadas (~2%). Associações aparentemente 

mais significantes acompanharam o alelo MT2736V, independentemente da presença 

do MT2521D (Tabela suplementar 11). Esses resultados sugerem mais forte 

causalidade dos sinais de associação para a primeira variante. Em vista disso, 

análises posteriores foram restritas aos genótipos HFE63D e MT2736V. 
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Tabela 7. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE com ferritina, saturação da transferrina e hemoglobina de mulheres adultas 
aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Ferritina (µg/L)* 

Genótipos n (%) 
Média 

geométrica 
(IC 95%) 

 
Modelo co-dominante1,*  Modelo dominante2,* 

β (EP) P 
% variação 
explicada 

 β (EP) P 
% variação 
explicada 

TMPRSS6 rs855791 
   GG 44 (34,6) 36,4 (27,4; 48,3)  Ref. - 

< 1,0 
 Ref. - 

< 1,0    AG 55 (43,3) 35,0 (28,3; 43,4)  -8,0 (13,3) 0,624  
-8,0 (15,2)  0,600 

   AA 28 (22,0) 40,0 (27,6; 58,0)  -7,9 (20,3) 0,698  
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 38 (29,9) 34,3 (25,1; 46,9)  Ref. - 

< 1,0 
 Ref. - 

< 1,0    GA 57 (44,9) 33,3 (27,0; 41,0)  -8,5 (16,7) 0,611  
1,3 (15,6) 0,934 

   GG 32 (25,2) 46,6 (33,7; 64,5)  20,5 (19,7) 0,299  
HFE rs1799945 
  CC 93 (73,2) 35,9 (30,0; 42,8)  

- 
 Ref. - - 

  GG + GC 34 (26,8) 38,6 (27,9; 53,3)   7,4 (16,6) 0,655 < 1,0 

Saturação da transferrina (%) 

Genótipos n (%) 
Média aritmética 

(DP) 

 Modelo co-dominante1  Modelo dominante2 

 β (EP) P 
% variação 
explicada 

 β (EP) P 
% variação 
explicada 

TMPRSS6 rs855791 
   GG 44 (34,6) 32,7 (11,6)  Ref. - 

3,80 
 Ref. - 

4,50    AG 55 (43,3) 28,3 (10,9)  -5,1 (2,1) 0,017  
-5,4 (2,0) 0,007 

   AA 28 (22,0) 28,6 (11,4)  -5,9 (2,6) 0,026  
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 38 (29,9) 31,9 (12,8)  Ref. - 

1,00 
 Ref. - 

1,50    GA 57 (44,9) 28,9 (10,9)  -4,1 (2,2) 0,068  
-3,6 (2,1) 0,084 

   GG 32 (25,2) 29,2 (11,4)  -2,6 (2,6) 0,320  
HFE rs1799945 
   CC 93 (73,2) 28,7(10,8)  

- 
 Ref. - 

< 1,0 
   GG + GC 34 (26,8) 33,2 (12,4)   3,0 (2,2) 0,172 
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Hemoglobina(g/dL)** 

Genótipos n (%) 
Média aritmética 

(DP) 

 Modelo co-dominante1  Modelo dominante2 

 β (EP) P 
% variação 
explicada 

 β (EP) P 
% variação 
explicada 

TMPRSS6 rs855791 
   GG 43 (34,1) 13,5 (0,8)  Ref. - 

< 1,0 
 Ref. - 

< 1,0    AG 55 (43,7) 13,3 (0,8)  -0,2 (0,2) 0,270  
-0,2 (0,1) 0,188 

   AA 28 (22,2) 13,3 (0,9)  -0,2 (0,2) 0,222  
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 38 (29,9) 13,4 (0,9)  Ref. - 

< 1,0 
 Ref. - 

< 1,0    GA 56 (44,4) 13,3 (0,7)  -0,1 (0,2) 0,601  
-0,1 (0,2) 0,589 

   GG 32 (25,4) 13,4 (0,9)  -0,1 (0,2) 0,699  
HFE rs1799945 
   CC 92 (73,0) 13,4 (0,8)  

- 
 Ref. - 

< 1,0 
   GG + GC 34 (27,0) 13,4 (0,9)   0,0 (0,2) 0,938 

n = 127. 
* Valores de ferritina corrigidos pela inflamação foram transformados em seu logaritmo natural antes das análises. Os coeficientes 
de inclinação [β (Erro Padrão)] para cada genótipo indicam o efeito estimado nas concentrações de ferritina, expresso em 
percentual (%), relativo ao genótipo referência.  
** n=126. Modelos não incluem dados de um outlier influente. 
1 Coeficientes de inclinação [β (Erro Padrão)] indicam os efeitos estimados para os genótipos heterozigoto e homozigoto para o 
alelo de menor frequência em relação ao genótipo homozigoto para o alelo de maior frequência (referência), segundo modelo de 
regressão linear ajustado por idade, IMC e demais variáveis apresentadas na Tabela 6. 
2 Coeficientes de inclinação (β IC 95%) indicam o efeito estimado dos genótipos heterozigoto e homozigoto para o alelo de menor 
frequência  combinados em relação ao genótipo homozigoto para o alelo de maior frequência (referência), segundo modelo de 
regressão linear ajustado por idade, IMC e demais variáveis apresentadas na Tabela 6. 
1,2 A porcentagem da variação explicada pelos genótipos foi calculada como a mudança no coeficiente de determinação (R2 
ajustado) após sua inclusão nos modelos de regressão linear iniciais, apresentados na Tabela 6. 
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Como apresentado na Figura 3, houve evidências de mudança no efeito dos 

diferentes genótipos TMPRSS6 e HFE sobre o status de ferro ao longo dos níveis 

estimados de sua biodisponibilidade dietética. Entretanto, resultados significantes 

foram observados somente nos testes com a variante HFE63D (Figura 3 - D e E). 

Notoriamente, no mais alto nível estimado de ferro dietético biodisponível, 

carreadoras deste alelo tiveram média 55% maior de ferritina sérica (β = 55,4; P = 

0,036) e aproximadamente 14 pontos percentuais a mais de saturação da 

transferrina (β = 13,6; P < 0,001) quando comparadas às homozigotas para o alelo 

ancestral (HFE63H). Por outro lado, uma tendência a associações em direção oposta 

foi observada com este mesmo polimorfismo entre as mulheres no mais baixo 

consumo estimado do mineral, principalmente em relação aos valores de saturação 

da transferrina (β = - 7,1; P = 0,045). Essa última associação, entretanto, não se 

manteve significante após ajuste do modelo pelo efeito do alelo MT2736V (P = 0,278). 

Os achados sugestivos de modificação do efeito do alelo HFE63D nos 

diferentes níveis de biodisponibilidade dietética do mineral foram corroborados pela 

significância estatística de termos de interação entre o genótipo HFE e os tercis de 

biodisponibilidade dietética do mineral sobre os valores de ferritina (P = 0,036 – 

Figura 3 - D), saturação da transferrina (P = 0,001 – Figura 1- E) e, mais fracamente, 

de hemoglobina (P = 0,059 – Figura 3 - E). Os modelos de regressão ajustados não 

só pelas variáveis nutricionais, sociodemográficas e do fluxo menstrual, mas também 

pelos genótipos do MT2736V e do HFE63D, bem como pela interação deste alelo com 

o ferro dietético biodisponível, explicaram 20,1%, 28,7% e 11,1% da variabilidade 

nos valores de ferritina, saturação de transferrina e hemoglobina, respectivamente. 

Excepcionalmente, um aumento relativo de 53% na habilidade de predição dos 

valores individuais de saturação da transferrina foi conferido por essas informações 

adicionais (P < 0,001). 

A modificação na magnitude e na direção do efeito do alelo HFE63D pela 

exposição dietética é consistente com uma interação de tipo cruzada ou qualitativa, 

na qual os efeitos das variáveis genética e ambiental são geralmente considerados 

insignificantes quando analisados isoladamente (BAYE et al., 2011). Não obstante, a 

modificação, pelo genótipo, da relação entre o consumo estimado de ferro 

biodisponível e os biomarcador do status de ferro foi também evidente em análises 

de correlação (Figura 4).  
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Figura 3. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE com ferritina (A e D), 
saturação da transferrina (B e E) e hemoglobina (C e F), segundo conteúdo dietético 
de ferro biodisponível1, entre mulheres adultas aparentemente saudáveis e em 
balanço estacionário do ferro corporal.  
Dados apresentados são média geométrica (IC de 95%) ou média aritmética (DP). 
1Estimativa de consumo diário (Hallberg & Hulthen, 2000) ajustada pela energia total 
da dieta e classificada segundo distribuição na amostra: baixo (tercil 1), ≤ 1,1 mg/dia; 
médio (tercil 2), 1,2-1,4 mg/dia; alto (tercil 3), > 1,4 mg/dia. 
* Indica diferença estatisticamente significantemente (P < 0,05) em relação ao 
genótipo homozigoto para o alelo de maior frequência no mesmo nível estimado de 
ferro dietético biodisponível. 
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Status x Ferro biodisponível x MT2736V
 Status x Ferro biodisponível x HFE63D 

 

 

 

 

  
 

Figura 4. Correlação entre biomarcadores do status de ferro e o conteúdo dietético 
de ferro biodisponível1, segundo genótipo TMPRSS6 (A a C) e HFE (D a F) entre 
mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro 
corporal.  
Foi utilizado teste de correlação de Pearson. 
1Estimativa de consumo diário (Hallberg & Hulthen, 2000) ajustada pela energia total 
da dieta. 
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Assim, uma associação significante entre a dieta e as concentrações de 

ferritina sérica foi observada no grupo de carreadoras do alelo HFE63D (r = 0,427; P = 

0,012), mas não entre aquelas com genótipo HFE ancestral (HFE63H/HFE63H) (r = 

0,027; P = 0,796) (Figura 4 – D). O mesmo aconteceu com os valores de saturação 

da transferrina (r = 0,555, P = 0,001 vs. r = 0,019, P = 0,856 – Figura 4 – E) e de 

hemoglobina (r = 0,409, P = 0,016 vs. r = -0,027, P = 0,799 – Figura 4 – F). 

Curiosamente, foram observadas diferenças semelhantes na associação entre dieta 

e as concentrações de ferritina entre mulheres com genótipo TMPRSS6 ancestral (r 

= 0,340 P = 0,024) e carreadoras da variante MT2736V (r = -0,05, P = 0,653) (Figura 4 

- A). Esses resultados sugerem que ambos os alelos HFE63D e MT2736V modificam, 

em direções opostas, a relação entre o consumo e status corporal do mineral.  

Em investigações adicionais, buscou-se explorar os efeitos combinados dos 

genótipos TMPRSS6 e HFE. Devido ao insuficiente poder estatístico para testes de 

interação SNP-SNP ou SNP-SNP-dieta, foram comparadas as distribuições dos 

biomarcadores entre mulheres com diferentes categorias genotípicas, definidas 

segundo a presença ou ausência dos alelos MT2736V e HFE63D (Tabela 8). Nesta 

análise, assim como previamente observado (Tabela 7), nenhum genótipo particular 

foi associado com valores de ferritina ou hemoglobina e, por sua vez, menores 

médias de saturação da transferrina acompanharam a presença do alelo MT2736V. 

Entretanto, as diferenças nos valores desse biomarcador, em relação às 

homozigotas para ambos os alelos ancestrais (MT2736V-/HFE63D-), tiveram contraste 

aparentemente maior na ausência do HFE63D (MT2736V+/ HFE63D-; β = -6,8%, P = 

0,004) do que quando este esteve co-herdado (MT2736V+/HFE63D+; β = -1,8%, P = 

0,529). A significância desta possível interação SNP-SNP não pode ser testada 

neste modelo, como já comentado. 

Ainda, em virtude do pequeno tamanho amostral, o possível papel 

modificador da disponibilidade dietética de ferro sobre os efeitos genotípicos 

combinados do TMPRSS6 e do HFE foi testado com um menor nível de 

discriminação das dietas, para tanto, classificadas segundo a mediana das 

estimativas no grupo. Adotando essa estratégia, notou-se que o efeito interativo 

anteriormente observado entre a dieta e o alelo HFE63D sobre as concentrações de 

ferritina sérica foi evidente, sobretudo, entre as mulheres com o genótipo ancestral 

do TMPRSS6 (MT2736V-) (Figura 5). Essas, quando comparadas às homozigotas 

para ambos os alelos ancestrais (MT2736V-/HFE63D-), tiveram maior ou menor valor 
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médio do biomarcador na presença do alelo HFE63D (MT2736V-/HFE63D+ - médias 

geométricas de 74,96 µg/L e 12,03 µg/, respectivamente), a depender do nível 

estimado de exposição ao ferro biodisponível (Figura 5 - A). Embora a evidência de 

uma interação semelhante não tenha sido clara com os valores de saturação da 

transferrina ou hemoglobina (Figura 5 – B e C), vale ressaltar que no baixo nível de 

biodisponibilidade estimada de ferro, as mulheres com o genótipo MT2736V-/HFE63D+ 

tiveram média de ferritina sérica menor que 15 µg/L, sinalizando risco de depleção 

das reservas de ferro especialmente alto nestas condições. 

Não ocorreram alterações na significância dos efeitos genotípicos isolados ou 

das interações gene-dieta sobre os biomarcadores testados quando foram 

consideradas análises sem a inclusão de homozigotas para alelo HFE63D, 

carreadoras do alelo HFE282Y ou daquelas com indícios bioquímicos de inflamação 

(PCR > 5 mg/L e/ou AGP > 100 mg/dL). 
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Tabela 8. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE combinados com ferritina, saturação da transferrina e hemoglobina de 
mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Ferritina (µg/L)* 

Genótipos n (%) Média geométrica (IC 95%)  β (EP)1,* P 
% variação 
explicada2 

TMPRSS6 rs855791 / HFE rs1799945       
     MT2736V-  /  HFE63D- 32 (25,2) 39,1 (29,0; 52,8)  Ref. - 

< 1,0 
     MT2736V+ /  HFE63D- 61 (48,0) 34,3 (27,4; 42,8)  -22,3 (17,7) 0,211 
     MT2736V+ /  HFE63D+ 22 (17,3) 44,2 (31,7; 61,8)  4,1 (22,3) 0,853 
     MT2736V-  /  HFE63D+ 12 (9,4) 30,0 (14,2; 63,4)  -26,3 (27,6) 0,344 

Saturação da transferrina (%) 

Genótipos n (%) Média aritmética (DP)  β (EP)1 P 
% variação 
explicada2 

TMPRSS6 rs855791 / HFE rs1799945 
     MT2736V-  /  HFE63D- 32 (25,2) 32,2 (11,2)  Ref. - 

5,5 
     MT2736V+ /  HFE63D- 61 (48,0) 26,9 (10,1)  - 6,8 (2,3) 0,004 
     MT2736V+ /  HFE63D+ 22 (17,3) 32,8 (12,3)  - 1,8 (2,9) 0,529 
     MT2736V-  /  HFE63D+ 12 (9,4) 34,0 (13,2)  -0,1 (3,6)  0,979 

Hemoglobina(g/dL)** 

Genótipos n (%) Média aritmética (DP)  β (EP)1 P 
% variação 
explicada2 

TMPRSS6 rs855791 / HFE rs1799945 
     MT2736V-  /  HFE63D- 31 (24,6) 13,4 (0,7)  Ref. - 

< 1,0 
     MT2736V+ /  HFE63D- 61 (48,4) 13,3 (0,8)  -0,2 (0,2) 0,430 
     MT2736V+ /  HFE63D+ 22 (17,5) 13,3 (0,9)  -0,2 (0,2) 0,228 
     MT2736V-  /  HFE63D+ 12 (9,5) 13,5 (1,0)  -0,0 (0,3) 0,940 

n = 127. 
* Valores de ferritina corrigidos pela inflamação foram transformados em seu logaritmo natural antes das análises. Os coeficientes 
de inclinação [β (Erro Padrão)] para cada genótipo indicam o efeito estimado nas concentrações de ferritina, expresso em 
percentual (%), relativo ao genótipo referência.  
** n = 126. Modelos não incluem dados de um outlier influente. 
1 Coeficientes de inclinação [β (Erro Padrão)] indicam os efeitos estimados para os genótipos TMPRSS6 e HFE indicados, em 
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relação ao genótipo duplo homozigoto para os alelos de maior frequência (MT2736A e HFE63H) (referência), segundo modelo de 
regressão linear ajustado por idade, IMC e demais variáveis apresentadas na Tabela 6. 
2 A porcentagem da variação explicada pelos genótipos foi calculada como a mudança no coeficiente de determinação (R2 
ajustado) após sua inclusão nos modelos de regressão linear iniciais, apresentados na Tabela 6. 
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Figura 5. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE combinados com ferritina (A), 
saturação da transferrina (B) e hemoglobina (C), segundo conteúdo dietético de ferro 
biodisponível1, entre mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço 
estacionário do ferro corporal.  
Dados apresentados são média geométrica (IC de 95%) ou média aritmética (DP). 
1Estimativa de consumo diário (Hallberg & Hulthen, 2000) ajustada pela energia total 
da dieta e classificada segundo distribuição na amostra: baixo (< mediana), < 1,3 
mg/dia; alto (≥ mediana), ≥ 1,3 mg/dia. 
* Indica diferença estatisticamente significantemente (P < 0,05) em relação ao 
genótipo duplo homozigoto para os alelos de maior frequência no mesmo nível 
estimado de ferro dietético biodisponível. 
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6.2.2 Discussão 

Mulheres adultas na idade reprodutiva podem apresentar necessidades 

dietéticas de ferro duas vezes maiores do que homens ou mulheres na pós-

menopausa, sobretudo devido às constantes perdas fisiológicas do mineral com os 

episódios menstruais (FNB, IOM, 2001). Ainda assim, entre elas, mais de 80% da 

variação em marcadores do balanço corporal de ferro pode ser atribuída a fatores 

genéticos e ambientais não relacionados com menstruação ou gestação 

(WHITFIELD et al., 2003). Sugere-se, assim, que a inadequação do consumo e a 

variação geneticamente determinada na resposta ao ferro alimentar são 

determinantes mais importantes da deficiência do mineral que os fatores fisiológicos 

exclusivos da mulher. 

Há no mínimo 20 anos, as variantes HFE282Y e HFE63D são reconhecidas 

como os mais importantes fatores determinantes da sobrecarga primária de ferro 

entre europeus (FEDER et al., 1996). No entanto, muito pouco ainda se sabe sobre 

os determinantes genéticos da deficiência do mineral. Entre mulheres adultas com 

ascendência europeia, as variantes HFE, isoladamente, explicam menos de 10% da 

herdabilidade total estimada para os valores de saturação da transferrina e de 

ferritina (~47% para os dois biomarcadores) (WHITFIELD et al., 2000). Estudos que 

investigaram a modificação no efeito dessas variantes por fatores ambientais foram 

limitados a grupos populacionais com baixo risco a deficiência de ferro e 

caracterizaram o consumo de carnes ou de ferro heme como indicadores indiretos 

da sua biodisponibilidade total (ARANDA et al., 2010; MILWARD et al., 2008; VAN 

DER A et al., 2006; CADE et al., 2005; GREENWOOD et al., 2005).  

A hipótese levantada em nosso estudo foi de que a associação do consumo 

dietético e o status corporal de ferro em mulheres na idade reprodutiva é modificada 

tanto por variantes funcionais do gene HFE, como por variantes do gene TMPRSS6, 

recentemente identificado como importante sensor e regulador do metabolismo 

deste nutriente (DU et al., 2008). Nós apresentamos evidências de que alelos 

MT2736V e HFE63D modificam a associação entre a disponibilidade dietética de ferro e 

as variações do seu status corporal. Sugere-se, assim, que essas variantes 

genéticas sejam potenciais determinantes das diferenças interindividuais na 

absorção e/ou compartimentalização corporal de ferro entre mulheres adultas da 

nossa população. 
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Em ensaios in vitro, as mutações HFE282Y e HFE63D promoveram prejuízo no 

estímulo à produção hepática de hepcidina mediado pela via da BMP-SMAD (WU et 

al., 2014). A alteração funcional da variante MT2736V, por sua vez, relaciona-se com 

falha na inibição dessa mesma via celular, o que levaria a um aumento 

desproporcional na produção do hormônio em resposta a suas reservas no 

organismo (NAI et al., 2011). Essa última alteração, por mecanismos ainda não 

esclarecidos (GALESLOOT et al., 2013; TRAGLIA et al., 2011; NAI et al., 2011), 

supostamente promoveria bloqueio na absorção do ferro dietético, reduziria a 

disponibilidade do mineral na circulação e aumentaria o risco de sua depleção 

corporal.  

Achados prévios de associação do alelo MT2736V com menores valores de 

saturação da transferrina foram replicados no grupo de mulheres aqui estudadas 

(CHENG et al., 2014;  BENYAMIN et al., 2009). Essa associação foi independente 

do consumo estimado de ferro, que não foi considerado por outros estudos nos 

ajustes dos seus modelos (GICHOHI-WAINAINA et al., 2015). O efeito deste alelo 

sobre o biomarcador (diferença de 20% entre o genótipo homozigoto ancestral e 

carreador) explicou 4,5% da variabilidade observada nos seus valores, o que se 

assemelha à estimativa obtida por Benyamin e colaboradores (2014) entre 

australianas com ascendência europeia (r2 = 0,04) (BENYAMIN et al., 2009). 

Considerando a conhecida heterogeneidade genética de brasileiros (LIMA-COSTA 

et al., 2015), esse achado corrobora os resultados de recente meta-análise que 

descreve consistência na direção e na magnitude dos efeitos estimados deste alelo 

sobre o status de ferro em populações com diferentes etnias (GICHOHI-WAINAINA 

et al., 2015).  

Na mesma direção do observado com os valores saturação da transferrina, o 

alelo MT2736V teve efeito não significante de redução nas concentrações de 

hemoglobina e ferritina (Tabela 7). Contudo, não houve evidência de sua associação 

com a deficiência de ferro. Esses resultados vão de encontro ao descrito por estudos 

com mulheres chinesas, entre as quais o alelo MT2736V é apontado como fator de 

risco independente para a anemia (PEI et al., 2014; AN et al., 2014). Em parte, 

essas divergências poderiam ser explicadas pelos achados de Pei e colaboradores 

(2014), que indicam uma ligação evidente deste genótipo TMPRSS6 com a anemia 

ferropriva em mulheres com menorragia (perdas menstruais anormalmente altas), 

mas não entre aquelas com episódios menstruais aparentemente normais (PEI et 
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al., 2014). No presente estudo, não encontramos evidência de efeito interativo entre 

o nível estimado de fluxo menstrual e o alelo MT2736V sobre o status de ferro das 

mulheres selecionadas, que foram aparentemente saudáveis e tiveram relato de 

menstruação regular.  

Não foram também significantes as diferenças nas médias dos biomarcadores 

entre grupos classificados segundo o genótipo TMPRSS6 e tercis de 

biodisponibilidade dietética de ferro (Figura 4), o que sugere que não haja forte 

modificação do efeito deste genótipo pela dieta. Ao estudar um grupo de 

australianas com sobrepeso e submetidas a um plano de emagrecimento por 12 

meses com dietas ricas ou pobres em ferro, Cheng e colaboradores concluíram que 

o tipo de dieta foi fator preponderante para a variação nos valores de ferritina sérica, 

independentemente do genótipo MT2736V (CHENG et al., 2012). Nossos resultados 

reiteram a importância relativamente maior da adequação dietética em relação aos 

efeitos isolados deste alelo na determinação do status de ferro. Ainda assim, em 

análises de correlação, foi observado que, somente entre as mulheres com genótipo 

TMPRSS6 ancestral (MT2736A/MT2736A), houve associação significante entre as 

estimativas de consumo de ferro biodisponível e as concentrações séricas de 

ferritina (Figura 5). Deste modo, não descartamos a possibilidade de o alelo MT2736V 

influenciar o balanço de ferro, principalmente entre mulheres com alta necessidade 

corporal, pelo menos em parte por mecanismos relacionados com a sua absorção 

da dieta.  

Devido à indisponibilidade das determinações de receptor solúvel de 

transferrina, não calculamos o índice de ferro corporal total (COOK, FLOWERS & 

SKIKNE, 2003), um biomarcador sensível que poderia sinalizar efeitos genotípicos 

pequenos, não capturados pela ferritina ou saturação da transferrina. Ainda assim, 

nossas observações não indicam um significado clinicamente importante para os 

efeitos isolados do alelo MT2736V sobre a eritropoese ou a deficiência de ferro das 

mulheres estudadas.  Ainda assim, por se associar independentemente da dieta com 

reduzida disponibilidade circulante do mineral, acreditamos que o genótipo 

TMPRSS6 possa estar relacionado com comprometido turnover de ferro entre 

mulheres com aumentada atividade eritropoética como, por exemplo, as doadoras 

regulares de sangue e as portadoras de anemias hemolíticas congênitas (POGGIALI 

et al., 2015;  ATHIYARATH et al., 2015a; Artigo 3 desta tese).  
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A partir dos registros alimentares, foi estimada uma probabilidade de 

inadequação da ingestão de ferro total (14,4%) bastante aproximada da prevalência 

de sua deficiência na amostra (12,6%). As estimativas de consumo de ferro 

biodisponível, mas não as de ferro total, foram significantemente correlacionadas 

com variações nos seus biomarcadores. A inconsistência na associação entre 

consumo e status de ferro é frequentemente descrita por estudos observacionais 

(FBN, IOM, 2001) e assim, foi contornada, pelo menos em parte, pela medida da sua 

biodisponibilidade. Diferenças de aproximadamente 16% nas médias não ajustadas 

de ferritina e saturação da transferrina foram observadas entre mulheres nos 

extremos tercis de consumo de ferro biodisponível (Tabela 6). Curiosamente, essas 

mesmas diferenças foram maiores que 40% entre mulheres com genótipo positivo 

ou negativo para o alelo HFE63D (Figura 3). Esse achado, levantado após a 

constatação de que o mesmo alelo não foi preditor independente do status do 

mineral, sugere sua associação com especial sensibilidade às variações do 

consumo alimentar. Essa interação gene-dieta foi altamente significante e 

independente do padrão alimentar onívoro ou vegetariano. 

De fato, mulheres no mais alto tercil de ferro dietético biodisponível e 

carreadoras do alelo HFE63D tiveram média de ferritina sérica maior que 60 ug/L, 

sinalizando repleção total das reservas normais de ferro para a maioria delas, nestas 

condições (HALLBERG, HULTHEN & GRAMATKOVSK, 1997). Esses dados são 

consistentes com a recente identificação do HFE63D como determinante genético de 

adequada resposta à suplementação diária com ferro na anemia da gestação 

(ATHIYARATH et al., 2015b). Segundo os dados deste estudo indiano, após 20 

semanas de suplementação, foi identificada probabilidade 90% maior de 

recuperação da deficiência de ferro entre as carreadoras do alelo HFE63D quando 

comparadas às homozigotas para o alelo ancestral (HFE63H/HFE63H) (ATHIYARATH 

et al., 2015b). Cabe comentar que essa interação HFE-dieta não foi identificada 

entre mulheres de meia idade caracterizadas quanto ao consumo habitual de ferro 

heme (VAN DER A et al., 2006; CADE et al., 2005; GRENWOOD et al., 2005).  

Por outro lado, entre as mulheres classificadas no menor nível de 

biodisponibilidade dietética de ferro, valores relativamente menores de saturação da 

transferrina foram associados à presença do alelo HFE63D (Figura 3). Esse quadro, 

que contrariaria a hipótese de uma melhor eficiência de absorção e mobilização do 

ferro associada às variantes HFE, não se manteve significante após ajuste adicional 
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do modelo pelo efeito do MT2736V, sugerindo possível interação entre os dois 

genótipos. Não obstante, a presença do primeiro alelo pareceu atenuar a associação 

do último com os valores deste biomarcador (Tabela 8). O efeito dessa possível 

interação HFE-TMPRSS6 foi previamente descrito como determinante da 

penetrância e da expressividade da sobrecarga de ferro entre pacientes com 

hemocromatose hereditária (VALLENTI et al., 2012). Alternativamente, os dados de 

interação HFE-dieta podem sugerir que este genótipo se associa com diferenciados 

perfis de distribuição compartimental do mineral, a depender do estado de 

adequação do seu balanço corporal. 

Como suporte a essa hipótese, vale notar que, mulheres com estimativa de 

consumo de ferro biodisponível abaixo da mediana do grupo tiveram média 

geométrica de ferritina sérica próxima de 30 µg/L (Artigo 1 desta tese). 

Presumidamente, muitas dessas mulheres apresentariam uma capacidade absortiva 

de ferro que excederia suas perdas fisiológicas basais quando expostas a uma dieta 

com alta biodisponibilidade do mineral (HULTHÉN et al., 1995). Sabe-se que, num 

estado de déficit no balanço corporal de ferro, a indução na queda da produção de 

hepcidina visa não só à promoção do efluxo de ferro dos enterócitos, mas também 

daquele presente em hepatócitos e macrófagos, armazenado em moléculas de 

ferritina (CAMASCHELLA, 2013). Assim, no contexto de uma insuficiente oferta 

dietética do mineral, postulamos que a depleção das suas reservas celulares poderia 

ser ainda mais pronunciada entre as mulheres com concentrações geneticamente 

diminuídas desse hormônio. Essa suposição poderia explicar os inesperados valores 

diminuídos de ferritina sérica (média geométrica < 15 µg/L) encontrado entre as 

mulheres com baixa biodisponibilidade dietética de ferro e carreadoras de genótipos 

previamente associados com reduzida produção de hepcidina (MT2736V-/HFE63D+) 

(WU et al., 2014; NAI et al., 2011) (Figura 5).  

Vale ressaltar que, embora a repleção das reservas de ferro não tenha 

funcionalidade clara em indivíduos com adequado balanço corporal do mineral (FBN, 

IOM, 2001), é incontestável sua importância para desfechos favoráveis da gestação 

quando não acompanhada por suficiente suplementação (FAO, 2001).  Os 

resultados do nosso estudo precisam ser elucidados em amostras de maior tamanho 

e com representatividade da população. Além disso, para melhor interpretação dos 

dados, faz-se necessária a determinação das concentrações de hepcidina, 

contornando essa importante limitação do nosso trabalho.  
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Outra questão a ser esclarecida é a possibilidade de vieses introduzidos pela 

estrutura genética, que é uma importante causa de associações genéticas espúrias 

em estudos com populações multiétnicas ou miscigenadas. Esse fenômeno ocorre 

quando ambas as frequências do desfecho e dos alelos em análise apresentam 

disparidades entre subgrupos com diferentes origens ancestrais (BARNHOLTZ-

SLOAN et al., 2008). Neste tocante, está incluída a possibilidade de casos de α ou 

β-talassemia estarem presentes na amostra, mesmo após a exclusão de mulheres 

com alterações hematimétricas. Essas duas condições, relativamente frequentes em 

nosso meio, são associadas com alterado status de ferro (GUIMARÃES et al., 2015; 

ZIMMERMAN et al., 2008) e estão diferencialmente distribuídas entre subgrupos 

étnicos da nossa população (OLIVEIRA et al., 2006; BONINI-DOMINGOS, 2004; 

VIANA-BARACIOLI et al., 2001; RAMALHO et al., 1999). 

 Nossas análises de associação entre genótipos e fenótipos não foram 

ajustadas pela estrutura genética, cuja quantificação poderia ser realizada a partir de 

marcadores informativos de ancestralidade (KOSOY et al., 2009). Entretanto, diante 

da consistência de nossos achados em relação ao descrito em outras populações, é 

improvável que vieses desse tipo tenham afetado significantemente a interpretação 

dos dados. Além disso, todos os modelos de associação foram ajustados pela cor de 

pele autodeclarada que, apesar de ser uma medida imprecisa e inespecífica da 

estrutura genética (KAUFMAN, COOPER & MCGEE, 1997), pode capturar parte dos 

componentes de ancestralidade da nossa população (LIMA-COSTA et al., 2015).  

Neste sentido, foi observado que ambas as variantes MT2736V e o HFE63D 

tiveram frequências diferentemente distribuídas entre as categorias autodeclaradas 

de cor de pele (Tabela suplementar 2). Essas variações, por sua vez, 

acompanharam os conhecidos contrastes nas frequências dos dois polimorfismos 

entre populações europeias, asiáticas e africanas (GICHOHI-WAINAINA et al., 2015; 

ACTON et al., 2006). Constatamos ainda que mulheres que se autodeclaram como 

negras ou pardas tiveram média ajustada de ferritina sérica 45% menor que aquelas 

que se autodeclaram como brancas (Tabela 6). Essa observação corrobora estudos 

norte americanos que sinalizam indicativos bioquímicos de deficiência do mineral 

mais pronunciados entre negras, quando comparadas às caucasianas, 

independentemente de diferenças na dieta ou na exposição a outros fatores de risco 

ambientais (PFEIFFER et al., 2013; PERRY et al., 1992). Em estudo do nosso 

grupo, identificamos que a autoclassificação da cor de pele como negra foi preditor 
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independente de menores concentrações de hemoglobina entre gestantes atendidas 

por unidades básicas de saúde no município de São Paulo-SP (MACHADO et al., 

2016). Na Nova Zelândia, mulheres com etnia asiática foram identificadas com maior 

probabilidade de apresentar inadequação do status de ferro quando comparadas a 

descendentes de europeus (BECK et al., 2014). 

Os dados acima descritos reiteram evidências epidemiológicas de 

pronunciado contraste intercontinental na prevalência de anemia (PASRICHA et al., 

2013) e justificam a associação entre componentes de ancestralidade genética com 

variações no status de ferro em populações com pronunciada miscigenação (LI et 

al., 2014). Sinaliza-se assim a importância de controlar o efeito da estrutura 

populacional em estudos de associação genética com biomarcadores deste mineral. 

Nesse cenário, os resultados deste estudo são úteis como indício inicial de que, em 

nossa população, a implementação de algoritmos nutrigenéticos que visem a 

identificação de subgrupos em risco aos desequilíbrios na homeostase de ferro e a 

personalização de recomendações dietéticas de ferro precisam levar em 

consideraração o possível papel da miscigenação genética na variabilidade da 

resposta ao seu consumo alimentar. Além disso, é incontestável que a utilidade 

prática desses algoritmos dependerá da inclusão de muitos outros fatores genéticos, 

além dos genótipos avaliados neste estudo, uma vez que seus efeitos isolados e 

interativos com a dieta explicaram apenas pequena fração da variabilidade total nos 

biomarcadores do mineral.  

Ainda assim, os dois genótipos aqui considerados juntamente com o efeito da 

interação HFE-dieta foram capazes de melhorar significantemente a predição dos 

valores de saturação da transferrina. Em meta-análise de GWAS, que incluiu quase 

49 mil indivíduos com ascendência europeia, observou-se que, de fato, os alelos 

HFE63D e MT2736V associam-se muito mais fortemente com valores deste 

biomarcador do que com a ferritina ou a hemoglobina (BENYAMIN et al., 2014). 

Diante da possível interação dessas variantes com o grau de exposição dietética ao 

ferro, nossos resultados indicam que os estudos de associação entre genótipos e o 

status de ferro deveriam considerar as variações na adequação do consumo e da 

biodisponibilidade do mineral como um importante fator de confusão. 

Em resumo, neste estudo, identificamos que o alelo MT2736V do gene 

TMPRSS6 foi associado com valores relativamente reduzidos de saturação da 

transferrina, mas não de ferritina ou de hemoglobina, entre mulheres aparentemente 
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saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. Nenhum desses 

biomarcadores foi influenciado pela presença isolada do alelo HFE63D. Entretanto, 

carreadoras desta variante, quando comparadas às homozigotas para o alelo 

HFE63H ancestral, tiveram variações nas reservas e no transporte sistêmico de ferro 

mais fortemente associadas ao seu consumo alimentar. Nossos achados, se 

confirmados, tem notáveis implicações para a futura elaboração de ações de saúde 

pública e recomendações dietéticas individualizadas, bem como de terapias 

nutricionais voltadas à prevenção e ao tratamento de morbidades associadas aos 

desequilíbrios na homeostase deste mineral. 
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6.3 ESTUDO 2 – ARTIGO 3: Efeito diferencial do genótipo TMPRSS6 sobre 

status de ferro e a eritropoese de mulheres com β-talassemia menor: um 

estudo piloto 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar importância relativa de genótipos 

TMPRSS6 em predizer variações nos biomarcadores do seu status corporal entre 

mulheres adultas aparentemente saudáveis e mulheres com diagnóstico de β-

talassemia menor. Testou-se a hipótese de que o impacto de variantes deste gene 

sobre os biomarcadores do mineral é mais pronunciado na β-talassemia menor. 

6.3.1 Resultados 

Trinta e cinco mulheres com β-talassemia menor foram inicialmente 

recrutadas para o estudo (PANIZ, 2015). Devido ao histórico de gestação e de 

transfusão sanguínea recentes e do diagnóstico de sobrecarga de ferro com 

tratamento quelante, duas mulheres foram excluídas da amostra final. Nas Tabelas 

9 e 10 são apresentadas as características gerais de casos na idade reprodutiva (n = 

15) e na pós-menopausa (n = 18) e das suas respectivas controles. Médias (mínimo 

e máximo) de idade foram de 35 e 58 anos e de índice de massa corporal de 24 e 27 

kg/m2, respectivamente. Características sóciodemográficas e de estilo de vida não 

diferiram entre os grupos, contudo, houve tendência em mulheres com β-talassemia 

menor declaram-se mais frequentemente como brancas.  

Concentrações de hemoglobina 2,1 a 2,5 g/dL mais baixas e contagens 

absolutas de reticulócitos 60% a 70% maiores foram associadas à β-talassemia 

menor (P < 0,01), consistente com o quadro esperado de atividade eritropoética 

aumentada. A anemia (hemoglobina < 12 g/dL) esteve presente em todos os casos 

na idade reprodutiva e em 67% dos casos na pós-menopausa. Contudo, o índice de 

produção de reticulócitos (IPR), um marcador de compensação eritropoética, não 

diferiu entre os casos e controles, sugerindo a presença de eritropoese ineficaz entre 

as primeiras.  
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Tabela 9. Caracterização geral de mulheres na idade reprodutiva com β-talassemia menor e suas controles. São Paulo, 2016. 

 
Casos 

(n = 15)1 
Controles 
(n = 30)1 

Diferença ou razão 
de médias 

(IC 95%)2,3,4 

Razão de 
probabilidades  

(IC 95%)5 

Caracterização sóciodemográfica e de estilo de vida 
   Idade (anos)  34,9  34,2  -0,1 (-3,5; 1,7)3 - 
   Índice de massa corporal (kg/m2) 24,1 24,9 0,1 (-0.7; 1.0)3 - 
   Escolaridade (anos de estudo) 14,5 15,8 -1,2 (-3,2; 0,8)3 - 
   Cor de pele parda ou negra, n (%) 1 (6,7) 7 (23,3) - 0,2 (0,0; 2,0) 
   Tabagismo, n (%) 1 (6,7) 2 (6,7) - 1,0 (0,1; 12,0) 
   Consumo de álcool, n (%) 9 (60,0) 21 (70,0) - 0,7 (0,1; 3,2) 
Caracterização obstétrico-ginecológica    
   Duração da menstruação (dias) 4,7 4,5 0,0 (-0,2; 0,3)3 - 

Caracterização hematológica e bioquímica 
   Contagem de reticulócitos (x109/L) 69,1 41,0 1,6 (1,3; 2,0)4,##  
   Índice de produção de reticulócitos (%) 0,7 0,7 0,0 (-0,2; 0,3)3 - 
   Hemoglobina (g/dL) 10,9 13,3 -2,5 (-3,0; -1,9)3,## - 
   Saturação da transferrina (%) 33,0 27,9 1,1 (0,9; 1,4)4 - 
   Ferritina (µg/L)  
         < 15 µg/L, n (%) 
         > 150 µg/L, n (%) 

127,3 
2 (13,3) 
3 (20,0) 

70,2 
3 (10,0) 
4 (13,3) 

1,5 (0,9; 2,5)4 
- 
- 

- 
1,3 (0,2; 10,1) 
1,7 (0,3; 10,1) 

   Proteína C reativa ultrassensível (mg/L) 3,7 5,0 0,9 (0,5; 1,6)4 - 
Caracterização dietética 
   Energia total (kcal/dia) 2067,7 1966,4 1,1 (0,9; 1,2)4 - 
   Ferro total (mg/dia) 10,7 9,9 1,1 (0,9; 1,4)4 - 
   Ferro não-heme (mgl/dia) 10,0 9,2 1,1 (0,9; 1,4)4 - 
   Ferro de fortificação (mg/dia) 3,7 3,3 1,2 (0,9; 1,3)4 - 
   Ferro heme (mg/dia) 0,7 0,7 1,1 (0,9; 1,3)4 - 
   Ferro biodisponível (mg/dia)* 1,3 1,3 0,9 (0,8; 1,1)4 - 
Caracterização genética     
  TMPRSS6 rs855791     
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         Genótipos AA + AG, n (%) 9 (60,0) 18 (60,0) - 1,0 (0,3; 3,5) 
   TMPRSS6 rs4820268  
         Genótipos GG + GA, n (%)    

 
9 (60,0) 

 
21 (70,0) 

 
- 

 
0,6 (0,2; 2,4) 

   HFE rs1799945  
         Genótipos GG + GC, n (%)    

 
4 (26,7) 

 
9 (30,0) 

 
- 

 
0,8 (0,2; 3,4) 

1 Dados são médias aritmética ou geométrica (variáveis contínuas) ou contagem absoluta e porcentagem (variáveis categóricas). 
2 Estimativas obtidas de modelos de regressão linear misto com efeito aleatório atribuído a uma variável indicadora do pareamento 
de casos e controles pela idade, IMC e uso de anticoncepcionais.  
3 Diferença apresentada é entre médias aritméticas (variável não transformada). Intervalo de confiança de 95% que inclui o 0  não 
é estatisticamente significante (P > 0,05).  
4 Diferença apresentada é razão de médias geométricas (variável transformada em logaritmo natural). Intervalo de confiança de 
95% que inclui o 1  não é estatisticamente significante (P > 0,05).  
5 Estimativas de razões de probabilidades para casos em relação aos controles obtidas de modelos de regressão logística 
condicional com efeito aleatório atribuído à uma variável indicadora do pareamento de casos e controles. Intervalo de confiança de 
95% que contém o 1 não é estatisticamente significante (P > 0,05).  
* Estimado com algoritmo de Hallberg & Hulthén (2000). 
#, ## Indica significância estatística, segundo modelos de regressão linear misto ou logístico condicional. #P < 0,05; ##P < 0,01. 
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Tabela 10. Caracterização geral de mulheres na pós-menopausa com β-talassemia menor e suas controles. São Paulo, 2016. 

 
Casos 

(n = 18)1 
Controles 
(n = 36)1 

Diferença ou razão 
de médias 

(IC 95%)2,3,4 

Razão de 
probabilidades 

(IC 95%)5 

Caracterização sóciodemográfica e de estilo de vida 
   Idade (anos) 58,4 60,1 -1,0 (-4,0; 2,1)3 - 
   Índice de massa corporal (kg/m2) 27,3 26,7 0,6 (-0,4; 1,6)3 - 
   Escolaridade (anos de estudo) 9,3 10,6 -0,1 (-0,3; 0,1)3 - 
   Cor de pele parda ou negra, n (%) 2 (11,1) 11 (30,6) - 0,3 (0,1; 1,5) 
   Tabagismo, n (%) 1 (5,6) 6 (16,7) - 0,3 (0,1; 2,7) 
   Consumo de álcool, n (%) 8 (44,4) 14 (38,8) - 1,3 (0,4; 4) 
Caracterização obstétrico-ginecológica    
   Tempo de menopausa (anos)  13,4 12,1 1,1 (0,6; 1,5)4 - 

Caracterização hematológica e bioquímica 
   Contagem de reticulócitos (x109/L) 72,7 46,5 1,7 (1,2; 2,2)4,##  
   Índice de produção de reticulócitos (%) 0,7 0,6 0,1 (-0,1; 0,3)3 - 
   Hemoglobina (g/dL) 11,4 13,4 -2,1 (-2,9; -1,4)3,## - 
   Saturação da transferrina (%) 34,8 28,2 1,2 (1,0; 1,4)4,# - 
   Ferritina (µg/L) 
         > 150 µg/L, n (%) 

274,6 
12 (66,7) 

141,1 
13 (36,1) 

2,0 (1,3; 3,1)4,## 
- 

- 
3,5 (1,1; 11,7)# 

   Proteína C reativa ultrassensível (mg/L) 2,7 3,2  0,5 (-0,6; 0,7)3 - 
Caracterização dietética 
   Energia total (kcal/dia) 1792,4 1683,1 1,1 (0,9; 1,2)4 - 
   Ferro total (mg/dia) 8,6 7,9 1,1 (0,9; 1,2)4 - 
   Ferro não heme (mg/dia) 8,1 7,3 1,1 (0,9; 1,2)4 - 
   Ferro de fortificação (mg/dia) 2,7 2,4 1,1 (0,9; 1,2)4 - 
   Ferro heme (mg/dia) 0,6 0,5 1,2 (0,7; 2,0)4 - 
   Ferro biodisponível (mg/dia)* 1,2 1,2 1,0 (0,8; 1,1)4 - 
Caracterização genética     
  TMPRSS6 rs855791  
         Genótipos AA + AG, n (%) 

 
13 (72,2) 

 
21 (58,3) 

 
- 

 
 1,7 (0,5; 6,0) 
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   TMPRSS6 rs4820268  
         Genótipos GG + GA, n (%)    

 
13 (72,2) 

 
23 (63,8) 

 
- 

 
1,4 (0,4; 4,7) 

   HFE rs1799945  
         Genótipos GG + GC 

 
10 (55,6) 

 
11 (30,6) 

 
- 

 
2,8 (0,9; 9,1) 

  HFE rs1799945 / rs1800562        
        Genótipo GG + GC / AG, n (%)    

 
10 (55,6) 

 
11 (30,6) 

 
- 

 
2,8 (0,9; 9,1) 

1 Dados são médias aritmética ou geométrica (variáveis contínuas) ou contagem absoluta e porcentagem (variáveis categóricas). 
2 Estimativas obtidas de modelos de regressão linear misto, com efeito aleatório atribuído a uma variável indicadora do 
pareamento de casos e controles pela idade e IMC.  
3 Diferença apresentada é entre médias aritméticas (variável não transformada). Intervalo de confiança de 95% que inclui o 0  não 
é estatisticamente significante (P > 0,05).  
4 Diferença apresentada é razão de médias geométricas (variável transformada em logaritmo natural). Intervalo de confiança de 
95% que inclui o 1  não é estatisticamente significante (P > 0,05).  
5 Estimativas de razões de probabilidades para casos em relação aos controles obtidas de modelos de regressão logística 
condicional com efeito aleatório atribuído à uma variável indicadora do pareamento de casos e controles. Intervalo de confiança de 
95% que contém o 1  não é estatisticamente significante (P > 0,05).  
* Estimado com algoritmo de Hallberg & Hulthén (2000). 
#, ## Indica significância estatística, segundo modelos de regressão linear ou logístico. #P < 0,05; ##P < 0,01. 
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Metade das mulheres na idade reprodutiva fazia uso de anticoncepcionais 

hormonais. As médias de duração da menstruação e do tempo de menopausa não 

diferiram entre casos e controles.  O mesmo foi observado com as médias de 

consumo de ferro total e biodisponível (Tabelas 9 e 10). Probabilidades de 

inadequação no consumo do mineral foram estimadas em 20,7% para mulheres na 

idade reprodutiva e em menos de 5% para aquelas na pós-menopausa. Embora 

numericamente distantes, as médias geométricas de ferritina sérica de casos e 

controles na idade reprodutiva não foram estatisticamente diferentes (127,3 µg/L vs. 

70,2 µg/L), e os dois grupos não diferiram quanto às estimativas de deficiência de 

ferro (ferritina < 15 µg/L) (13,3% vs. 10,0%) (Tabela 9).  

Por outro lado, na pós-menopausa, a β-talassemia menor foi associada com 

valores duas vezes maiores de ferritina sérica (274,6 µg/L vs. 141,1 µg/L P < 0,01), 

20% maiores de saturação da transferrina (34,8% vs. 28,2%, P < 0,05) e com 

probabilidade 3,5 vezes maior de hiperferritinemia (66,7% vs. 36,1%, P < 0,05) 

(Tabela 10). Mudanças substanciais nos resultados acima apresentados não foram 

observadas após exclusão de mulheres com indício de inflamação (PCR > 5 mg/L; 

21,2% de casos e 16,7% de controles) ou com histórico de transfusão de sangue 

(20% de casos e 12% de controles; n ≤ 3 unidades de transfusão). A sobrecarga de 

ferro clinicamente importante (ferritina > 150 µg/L e saturação da transferrina > 50%) 

foi encontrada em dois casos de β-talassemia menor (um na idade reprodutiva), 

além daquele incialmente excluído da amostra. 

Pela caracterização molecular do gene HBB (β-globina), 22 mulheres foram 

classificadas como carreadoras de mutações do tipo β0  (66,7%), 7 do tipo β+ 

(21,2%) e 4 de mutações não identificadas com a técnica utilizada (12,1%). As 

mutações CD39 (C>T) (90,0% dos casos β0) e IVS-1-110 (G>A) (71,4% dos casos 

β+) foram as mais frequentes. Não houve evidência de associação entre os 

biomarcadores do status de ferro e os tipos de mutações β0 ou β+ (P ≥ 140).  

Os genótipos TMPRSS6 e HFE estudados estiveram distribuídos conforme 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (P ≥ 0,200). Casos e controles não diferiram 

quanto à frequência das variantes MT2736V (alelo A - 0,38 vs. 0,35, P = 0,731), 

MT2521D (alelo G - 0,38 vs. 0,41, P = 0,696) ou HFE63D (alelo G - 0,23 vs. 0,17, P = 

0,241). Os dois alelos TMPRSS6 estiveram em forte desequilíbrio de ligação (r2 = 

0,7; D’= 0,9) e a distribuição dos seus haplótipos foi semelhante entre os grupos 

(GA, 0,58; AG 0,34; GG, 0,06; AA, 0,02). A frequência dos alelos MT2736V ou HFE63D 
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não diferiu entre casos com mutações β0 ou β+ (APENDICE 9 - Tabela suplementar 

12). 

A heterozigose para HFE282Y foi identificada em somente uma mulher do 

grupo controle e em duas com β-talassemia menor. Nessas duas mulheres do grupo 

caso, também foi encontrada a heterozigose para o alelo HFE63D. A hiperferritinemia 

esteve presente em ambas as mulheres (ferritina = 450 µg/L e 699 µg/L), contudo, 

somente uma (na idade reprodutiva) expressava o fenótipo de sobrecarga de ferro 

(saturação da transferrina = 87,0% e 41,5%, respectivamente). Além dessa mulher, 

uma segunda mulher, também com hiperferritinemia e elevada saturação da 

transferrina (pós-menopausa, ferritina = 594,6 µg/L, saturação da transferrina = 

61,6%), foi identificada como carreadora do alelo HFE63D, mas não do HFE282Y. 

Nenhum alelo HFE, no entanto, foi identificado no caso de sobrecarga de ferro 

inicialmente excluído do estudo. Curiosamente, as três mulheres diagnosticadas 

com hemocromatose eram homozigotas para o alelo ancestral nas posições MT2736V 

e MT2521D. Ainda assim, não houve evidência de associação de nenhum dos alelos 

investigados com a hiperferritinemia (> 150 µg/L) nos grupos de casos ou controles 

(P ≥ 200).  

 As Figuras 6 e 7 apresentam a distribuição dos valores de ferritina, saturação 

da transferrina e hemoglobina segundo genótipos MT2736V e HFE63D. Na idade 

reprodutiva (Figura 6), carreadoras do alelo MT2736V apresentaram menores valores 

de saturação da transferrina que as homozigotas selvagens. Entretanto, o contraste 

dos valores entre os dois genótipos foi especialmente maior no grupo de casos que 

entre as controles (Figura 6 – D). Especificamente, no grupo de casos com β-

talassemia menor, uma diferença de aproximadamente 50% foi estimada nas 

médias geométricas da saturação da transferrina entre os dois genótipos (43,6% vs. 

22,3%), enquanto que, a mesma diferença esteve em torno 20% no grupo controle 

(30,3% vs. 24,0%). Não obstante, em teste com esse biomarcador, uma interação 

estatisticamente significante foi encontrada entre o genótipo TMPRSS6 e a β-

talassemia menor, independentemente do consumo estimado de ferro biodisponível, 

idade, IMC e uso de anticoncepcionais hormonais (P grupo*genótipo = 0,038 – 

Figura 6 – D). Entre as mulheres com β-talassemia menor, a associação do MT2736V 

com o biomarcador permaneceu significante mesmo após a exclusão do caso 

confirmado de sobrecarga de ferro e de outras quatro mulheres com indício de 

inflamação ativa (PCR > 5 mg/L) (P = 0,029 e P = 0,034, respectivamente). Por outro 
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lado, resultados semelhantes não foram evidenciados com valores de ferritina ou 

hemoglobina (Figura 6 – A e C) ou entre as mulheres na pós-menopausa (Figura 7). 

Variações em parâmetros hematimétricos ou na reticulocitose também não 

foram associadas com o genótipo TMPRSS6 entre as mulheres na pós-menopausa. 

Por outro lado, coerente ao observado com os valores de saturação da transferrina, 

casos de β-talassemia menor na idade reprodutiva com genótipo positivo para o 

MT2736V, quando comparadas às homozigotas para o alelo selvagem, tiveram 

valores de hemoglobina corpuscular média (HCM) significantemente menores (20,3 

pg vs. 21,9 pg, P = 0,036) e valores de volume corpuscular médio (VCM) 

tendenciosamente mais baixos (68,9 fl vs. 65,3 fl, P= 0,088). Ainda, no grupo de 

mulheres controle, maiores valores do índice de anisocitose (RDW) foram 

associados à presença do alelo MT2736V (12,9% vs. 13,7%, P = 0,004), o que é 

indicativo de uma oferta relativamente menor de ferro à medula óssea entre as 

mulheres na idade reprodutiva carreadoras deste alelo TMPRSS6. 
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MT2736Vx β-talassemia menor HFE63D x β-talassemia menor 
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Figura 6. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE com ferritina (A e D), 
saturação da transferrina (B e E) e hemoglobina (C e F) entre mulheres na idade 
reprodutiva com β-talassemia menor e suas controles.  
Extremos whiskers nos box-plots representam valores 1,5 vezes maior e menor que 
o intervalo interquartílico. 
Valores de P segundo modelo de regressão linear misto ajustado pelo pareamento, 
cor de pele, uso de anticoncepcionais hormonais, idade, IMC, e estimativa de ferro 
biodisponível (Hallberg & Hulthen, 2000). Valores de ferritina e de saturação da 
transferrina foram transformados em logaritmo natural.  
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MT2736V x β-talassemia menor HFE63D x β-talassemia menor 
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Figura 7. Associação de genótipos TMPRSS6 e HFE com ferritina (A e D), 
saturação da transferrina (B e E) e hemoglobina (C e F) entre mulheres na pós-
menopausa com β-talassemia menor e suas controles.  
Extremos whiskers nos box-plots representam valores 1,5 vezes maior e menor que 
o intervalo interquartílico.  
Valores de P segundo modelo de regressão linear misto ajustado pelo pareamento, 
cor de pele, idade, IMC, e estimativa de ferro biodisponível (Hallberg & Hulthen, 
2000). Valores de ferritina e de saturação da transferrina foram transformados em 
logaritmo natural. 
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6.3.2 Discussão 

A β-talassemia menor é tipicamente assintomática e cursa com leve anemia e 

eritropoese ineficaz (GUIMARÃES et al., 2015; ZIMERMANN et al., 2008; GREER et 

al., 2009). Em algumas regiões do mundo, a frequência de mutações responsáveis 

pela β-talassemia pode chegar a 34% (MAHDIEH & RABBANI, 2016). Assim, seus 

carreadores representam um importante grupo populacional em risco para 

inadequações do status de ferro e, por consequência, de acentuada expressão do 

fenótipo associado a essa condição. 

No Brasil, não há um dado de base populacional de prevalência de β-

talassemia. Maior número de casos é encontrado nas regiões sul e sudeste do país, 

o que é consistente com as características ancestrais de suas populações 

(REICHERT et al., 2008; BONINI-DOMINGOS, 2004). Estudos no estado de São 

Paulo estimam que de 1,3% a 2% da população tem β-talassemia menor e apontam 

a mutação CD39, originária da região do mediterrâneo, como a mais frequente em 

nosso meio (ESTEVÃO et al., 2010; BONINI-DOMINGOS, 2004; VIANA-BARACIOLI 

et al., 2001; RAMALHO et al., 1999).      

Sugere-se que o traço β-talassêmico se associe com razão hepcidina/ferritina 

reduzida (SULOVSKA et al., 2016; JONES et al., 2015; GUIMARÃES et al., 2015) e 

valores  de absorção de ferro maiores que os esperados para a magnitude das suas 

reservas corporais (ZIMMERMAN et al., 2008). Além disso, observações clínicas de 

uma grande heterogeneidade do status de ferro, mesmo entre carreadores de uma 

mesma mutação HBB, motivou a investigação de possíveis efeitos sinérgicos entre a 

β-talassemia menor e genótipos associados com a hemocromatose hereditária 

(WILSON et al., 2015; ESTEVÃO  et al., 2011; MADANI et al., 2011; YAMSRI et al., 

2007; GARWAL et al., 2005; MARTINS et al., 2004; MELIS et al., 2002).  

Por outro lado, pouco se sabe sobre o papel de fatores genéticos 

relacionados com a deficiência de ferro nessa condição. Em particular, é postulado 

que a heterozigose das mutações HBB possa ter conferido vantagens seletivas para 

mulheres, crianças e adolescentes expostos a dietas com baixo conteúdo do mineral 

(ESTEVÃO et al., 2010; HOORFAR et al., 2008 MEHTA & PANDYA, 1987). No 

entanto, não há consenso quanto às diferenças na incidência de deficiência ou 

sobrecarga de ferro entre indivíduos sem hemoglobinopatias e casos com β-

talassemia menor (MARUF-UR-RAHMAN et al., 2011; ESTEVÃO et al., 2011; 
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HOORFAR et al., 2008; PIPERNO et al., 2000; NOBILI et al., 2000; QURESHI et al., 

1995; HINCHLIFFE & LILLEYMAN, 1995; GALANELLO et al., 1990; MEHTA & 

PADNYA, 187; WHITE et al., 1986). Uma limitação comum dos estudos que 

investigaram essa questão, entretanto, é o desconhecimento das variações nas 

necessidades e no consumo de ferro entre casos e controles, o que pode dificultar a 

interpretação dos dados.  

No presente estudo, utilizando pareamento por escore de propensão 

(AUSTIN, 2011), buscamos balancear a distribuição das necessidades dietéticas de 

ferro entre casos e controles, a fim de investigar possíveis efeitos diferenciais de 

genótipos TMPRSS6 e HFE sobre o status do mineral na β-talassemia menor. Com 

essa estratégia, identificamos maiores concentrações de ferritina e saturação da 

transferrina associadas ao traço β-talassêmico, sobretudo entre mulheres na pós-

menopausa. Por outro lado, entre o grupo de casos na idade reprodutiva, 

encontramos valores 50% menores de saturação da transferrina associados à 

presença do alelo MT2736V, sinalizando um efeito genotípico quase 2,5 vezes maior 

que o estimado entre as mulheres do grupo controle. Assim, nossos resultados 

sinalizam que não só fatores genéticos associados à sobrecarga, mas também os 

associados à deficiência de ferro podem modificar a expressão fenotípica da β-

talassemia menor. 

Ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avaliou 

simultaneamente o consumo e o status de ferro de carreadoras de β-talassemia no 

Brasil. Esse é um tema relevante, lembrando que, recentemente, alguns países 

como Egito (ELHANKIM et al., 2012) e o Camboja (THEARY et al., 2013) relutavam 

em implantar políticas de fortificação de alimentos com ferro em vista dos possíveis 

prejuízos dessa intervenção para indivíduos carreadores de hemoglobinopatias 

(ZIMERMANN et al., 2008). Aqui, igualmente ao levantado por estudos de base 

populacional (SANTOS et al., 2015; VIEIRA et al., 2015), estimamos que cerca de 

30% do consumo total de ferro (aproximadamente 10 mg/dia para mulheres na idade 

reprodutiva e 8,5 mg/dia para mulheres na pós-menopausa) foi proveniente de 

farinhas de trigo e milho fortificadas. Não foi identificada diferença na 

biodisponibilidade dietética de ferro entre casos e controles e uma probabilidade de 

inadequação de 20% no consumo do mineral foi estimada para as mulheres na 

idade reprodutiva (FBN, IOM, 2001). Não obstante, casos de deficiência de ferro 

foram encontrados em ambos os grupos estudados. Esses achados sugerem que, 
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se de fato a β-talassemia menor é acompanhada por aumento na eficiência de 

absorção de ferro, sua magnitude não seria grande o suficiente para compensar um 

consumo inadequado do mineral entre mulheres na idade reprodutiva.  

Em contrapartida, entre as mulheres na pós-menopausa, para as quais foi 

estimada uma baixa prevalência de inadequação no consumo de ferro, médias duas 

vezes maior de ferritina e 20% maior de saturação da transferrina foram associadas 

ao traço β-talassêmico (Tabela 10). Embora seja pouco provável que, nesses casos, 

os valores aumentados de ferritina reflitam exclusivamente as variações das 

reservas de ferro, é interessante notar que nossos resultados estão em acordo com 

estimativas de Zimmernan e colaboradores (2008), que indicam uma taxa de 

absorção do mineral duas vezes maior que o esperado entre mulheres com traço β-

talassêmico (ZIMMERMANN et al., 2008).  

Em estudo prévio, com casos e controles recrutados de diferentes regiões do 

país, Oliveira e colaboradores (2006) identificaram maior frequência do alelo HFE282Y 

associada à β-talassemia menor e sugeriram a possível contribuição desta co-

herança para as variações do quadro clínico entre pacientes da nossa população 

(OLIVEIRA et al., 2006). Esse alelo foi encontrado em heterozigose composta com o 

HFE63D em dois dos casos aqui estudados, cujos biomarcadores indicavam 

pronunciada hiperferritinemia (>500 µg/L) ou aumentada saturação da transferrina 

(>87%). Um caso com sobrecarga de ferro era carreador do alelo HFE63D, mas não 

do HFE282Y. Nenhuma das duas mutações HFE foi identificada em uma mulher que 

relatou ter sido diagnosticada com a doença e que incialmente foi excluída do 

estudo. Vale lembrar que as mulheres recrutadas neste estudo não faziam uso 

abusivo de álcool ou suplementos de ferro e não tinham histórico de poli-transfusão 

ou diagnóstico de doença hepática (PANIZ, 2015), que são fatores que precipitam a 

sobrecarga de ferro na β-talassemia menor (PIPERNO et al., 2000).  

Na literatura, ainda é controversa a associação da heterozigose do alelo 

HFE63D com a sobrecarga de ferro de indivíduos β-talassêmicos. Nesse modo de co-

herança, o alelo foi associado com variações nos biomarcadores do mineral em 

pacientes de Portugal (MARTINS et al., 2004) e do Egito (WILSON et al., 2015; 

MADANI et al., 2015), mas não da Itália (MELIS et al., 2002), Índia (GARWAL et al., 

2005) ou Tailândia (YAMSRI et al., 2007). Entre casos brasileiros, Estevão e 

colaboradores (2011) não identificaram sua associação com valores de ferritina ou 
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saturação da transferrina, mesmo em análises estratificadas pelo gênero, faixa etária 

ou tipo de mutação HBB carreada pelos indivíduos (ESTEVÃO et al., 2011).  

Em nossas análises, nenhuma evidência de associação da hiperferritinemia 

com o alelo HFE63D foi também encontrada.  Sugere-se assim que, tal como 

atestado entre indivíduos sem hemoglobinopatias (LEÃO et al., 2014; SANTOS et 

al., 2011; CANÇADO et al., 2006), a genotipagem das variantes HFE282Y e HFE63D 

pode ser útil, mas não é suficiente para identificar todos os casos de β-talassemia 

menor em risco para a sobrecarga de ferro em nossa população. Nenhum caso teve 

indício de dano tecidual associado ao excesso de ferro (ferritina > 1000 µg/L) 

(BACON et al., 2011). Ainda assim, nossos resultados corroboram o efeito sinérgico 

da co-herança de  hemocromatose e β-talassemia menor (PIPERNO et al., 2000) e 

sinalizam a participação de outros modificadores do risco para a doença. 

Neste sentido, não foi identificada associação do genótipo TMPRSS6 com o 

status de ferro de casos na pós-menopausa, quando um possível benefício poderia 

ser conferido pela presença do alelo MT2736V na redução do risco para sobrecarga 

de ferro (GAN et al., 2012; VALLENTI et al., 2012). Por outro lado, entre as mulheres 

na idade reprodutiva, valores 20% menores de saturação da transferrina foram 

encontrados entre as carreadoras desse alelo no grupo controle (Figura 6 - B), 

replicando resultado previamente obtido com amostra semelhante (Artigo 2 desta 

tese). Curiosamente, casos que carreavam o alelo MT2736V tiveram média de 

saturação da transferrina comparável à de mulheres do grupo controle com o 

mesmo genótipo (22,3% e 24,0%, respectivamente), apesar da aumentada atividade 

eritropoética associada à β-talassemia menor (Tabela 9).  Não obstante, houve 

indício de eritropoese deficiente em ferro entre as carreadoras do alelo MT2736V com 

β-talassemia menor, indicada por mais baixos valores de VCM e HCM. 

A reduzida disponibilidade circulante de ferro associada à presença do alelo 

MT2736V não foi acompanhada por valores significantemente reduzidos de ferritina 

sérica, o que também corrobora a observação de nosso estudo prévio com mulheres 

aparentemente saudáveis na idade reprodutiva (Artigo 1 desta tese). Isso indica um 

efeito mais pronunciado do genótipo sobre o compartimento de transporte do mineral 

na circulação. Como sugerido por alguns autores, a associação do genótipo 

TMPRSS6 com esse biomarcador pode ser independente das concentrações séricas 

de hepcidina (GALESLOOT et al., 2013; TRAGLIA et al., 2011). No entanto, não 

fizemos a determinação laboratorial desse hormônio, o que poderia sinalizar se a 
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mesma premissa é válida para indivíduos com β-talassemia menor. Além disso, a 

disponibilidade desse dado poderia contribuir para o entendimento do mecanismo 

ligado à aparente amplificação no efeito desse genótipo TMPRSS6 pela presença do 

traço β-talassêmico. 

Na β-talassemia menor, a associação do alelo MT2736V com agravamento da 

microcitose e hipocromia foi descrita por estudo com crianças italianas (POGGIALI et 

al., 2015). No entanto, nós apresentamos, pela primeira vez, as evidências de que o 

prejuízo no transporte de ferro à medula óssea pode intermediar essa associação. 

Possivelmente ela seja evidente somente nos indivíduos com altas necessidades 

fisiológicas de ferro ou com inadequação da ingestão dietética do mineral.  

Estudos futuros com maior tamanho amostral precisam confirmar nossos 

achados.  Além disso, seria interessante o recrutamento de casos não selecionados, 

a partir de triagens populacionais. Cabe ressalvar que, devido à natureza 

assintomática da β-talassemia menor, casos com expressão fenotípica leve das 

alterações hematológicas podem não ser usualmente diagnosticados e, portanto, 

não estar sendo acompanhados por serviços de Hematologia. Se, por um lado, 

nossos resultados assinalam a relevância clínica do monitoramento do status de 

ferro nesses indivíduos, por outro, podem sugerir que os casos aqui estudados, 

registrados em ambulatórios de São Paulo - SP e Sorocaba - SP, não sejam 

representativos da população. No entanto, as médias globais de hemoglobina e 

ferritina da amostra selecionada (11,2 g/dL e 207,6 µg/L) são comparáveis às 

descritas para mulheres com β-talassemia menor de São Carlos – SP (11,1 g/dL e 

218,3 µg/L) (ESTEVÃO, 2007).  

Além disso, em virtude do pequeno tamanho amostral, é possível que a falta 

de significância observada na diferença de 50% entre as médias de ferritina sérica 

de casos e controles na idade reprodutiva tenha resultado de insuficiente poder de 

teste (Tabela 9). Em estudo nacional com 137 mulheres (idades entre 10 e 45 anos), 

uma mediana 60% maior de ferritina sérica foi associada ao traço β-talassêmico 

entre mulheres na idade reprodutiva (ESTEVÃO et al., 2010) e contraste semelhante 

foi descrito entre casos e controles de outros países (HOORFAR et al., 2008; NOBILI 

et al., 2000). O número limitado de observações pode também ter afetado a acurácia 

da estimativa de inadequação do consumo de ferro, que foi calculada em quase o 

dobro da prevalência observada de deficiência do mineral. 
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Por outro lado, variações inespecíficas nos valores de ferritina podem ter 

contribuído para a discrepância entre a estimativa de inadequação dietética de ferro 

e a prevalência de deficiência de ferro. Foi notada alta prevalência de 

hiperferritinemia, não só entre as mulheres com β-talassemia menor, mas também 

entre as controles aparentemente saudáveis (Tabelas 9 e 10). Devido ao critério de 

pareamento, metade das mulheres na idade reprodutiva foi usuária de 

anticoncepcionais hormonais que, por reduzirem as necessidades fisiológicas de 

ferro (FBN, IOM, 2001), podem ter contribuído para os aumentados valores do 

biomarcador. Além disso, quase 60% das mulheres avaliadas tinham sobrepeso 

(47,5%) ou obesidade (10,1%) que podem, por sua vez, se associar com inflamação 

crônica de baixo grau e hiperferritinemia (GARTNER et al., 2013; MARTINELLI et al., 

2012; ESCOBAR-MORREALE et al., 2005). Além de ajustar os modelos de 

regressão pelo IMC, eventuais vieses de interpretação dos dados foram 

considerados com a exclusão de mulheres com concentrações aumentadas de 

Proteína C reativa (PCR > 5 mg/L). Embora as determinações de Alfa1-Glicoproteína 

Ácida (AGP) não estivessem disponíveis para a identificação de fases tardias da 

inflamação (WHO, 2012), as mulheres recrutadas não relataram infecção ou doença 

sintomática importante nas duas semanas antecedentes à coleta de sangue.  

Por fim, apesar de considerado o pareamento de casos e controles pela idade 

e pelo IMC, outras características sóciodemográficas não foram utilizadas no cálculo 

do escore de propensão (AUSTIN et al., 2011). Notoriamente, houve tendência à 

maior frequência de mulheres autodeclaradas como brancas entre casos com β-

talassemia menor. Nossos modelos de regressão foram ajustados pela cor da pele 

autodeclarada, contudo, diante das discussões prévias (Artigo 1 desta tese), não é 

descartada a possibilidade de variações no grau de miscigenação genética entre 

indivíduos carreadores ou não da hemoglobinopatia. Essa diferença poderia 

explicar, em parte, a diferença no efeito genético do alelo MT2736V sobre os valores 

de saturação da transferrina observados entre casos e controles na idade 

reprodutiva. Ainda assim, diferenças na distribuição de haplótipos MT2521D-MT2736V 

entre os dois grupos não foram evidentes.  

A matriptase-2, o produto gênico do TMPRSS6, é considerada peça 

importante para a intercomunicação entre a eritropoese e o metabolismo de ferro 

(NAI et al., 2016). Portanto, é razoável considerar que variantes funcionais desse 
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gene tenham efeitos relativamente mais pronunciados sobre o status de ferro em 

condições de atividade eritropoética aumentada.  

Em conclusão, houve indício de eritropoese ineficaz entre mulheres com  β-

talassemia menor, com implicações sobre o status de ferro mais evidentes entre 

mulheres na pós-menopausa que na idade reprodutiva. Entre essas últimas, a 

presença da variante MT2736V foi associada com valores relativamente menores de 

saturação transferrina. Além disso, esse genótipo foi aparentemente relacionado 

com inadequado turnover de ferro frente à aumentada demanda eritropoética dessas 

mulheres. As implicações clínicas dos nossos resultados precisam ser confirmadas 

em estudo com maior tamanho amostral. Ainda assim, sinalizam a importância de 

monitorar o risco genético e nutricional de mulheres com β-talassemia menor não só 

quanto à sobrecarga de ferro, mas também à deficiência do mineral, nos diferentes 

ciclos da vida. 
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CONCLUSÕES 

 Entre mulheres na idade reprodutiva aparentemente saudáveis e em balanço 

estacionário do ferro corporal, medidas de biodisponibilidade dietética do mineral 

obtidas por algoritmos ou por modelagem probabilística foram discordantes entre 

si. No entanto, foi encontrada associação entre valores de ferritina sérica e 

quantis de consumo de ferro biodisponível calculado com os algoritmos de 

Hallberg & Hulthén (2000) e de Collings et al. (2013). Sugere-se, assim, bom 

desempenho desses modelos em classificar dietas e/ou refeições segundo seus 

conteúdos de ferro biodisponível.  

 Nas duas condições de atividade eritropoética estudadas, nenhuma das variantes 

dos genes TMPRSS6 e HFE tiveram impacto sobre as reservas corporais de ferro 

mais relevantes que o estimado para a adequação no consumo do mineral. 

Entretanto, no grupo de mulheres saudáveis na idade reprodutiva, a presença da 

variante HFE63D modificou a associação entre a biodisponibilidade de ferro e seus 

biomarcadores, sugerindo potencial utilidade deste genótipo HFE como marcador 

preditivo de resposta diferencial à dieta.  

 Nas duas condições de atividade eritropoética estudadas, a variante MT2736V foi 

associada com reduzida disponibilidade circulante de ferro entre as mulheres na 

idade reprodutiva, independentemente do consumo alimentar do mineral. Entre 

aquelas com β-talassemia menor, também houve indício de associação desse 

alelo com acentuada alteração em parâmetros hematimétricos.  
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SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 

 A validação dos métodos de estimativa da biodisponibilidade de ferro pode ser 

obtida por estudos de absorção de dietas completas em longo prazo (HUNT, 

2010; HUNT & ROUGHEAD, 2000). 

 Dados desse mesmo estudo podem ser utilizados para a investigação de 

determinantes genéticos da absorção do ferro, como já testado, por exemplo, com 

o genótipo HFE (YE et al., 2015).  

 As associações do status de ferro com genótipos TMPRSS6 e HFE, bem como de 

outros genes sabidamente relacionados com o metabolismo do ferro (TRF2, 

HAMP e FPN, por exemplo – EURECCA, 2011), devem ser investigadas por 

estudo com amostra de grande tamanho e, preferencialmente, representativa da 

população; 

 A quantificação da miscigenação genética e de sua associação com os 

biomarcadores do mineral devem ser consideradas ao se avaliar indivíduos da 

nossa população (KOSOY et al., 2009; LIMA-COSTA et al.,. 2015; LI et al., 2014); 

 Recomenda-se a determinação de biomarcadores sensíveis do status de ferro, 

como o receptor solúvel de transferrina e ferro corporal total (COOK, FLOWERS & 

SKIKNE, 2003), bem como a determinação das concentrações circulantes de 

hepcidina (GALESLOOT et al., 2013; TRAGLIA et al., 2011); 

 Estudo que avalie a relação entre fatores genéticos, consumo alimentar e status 

corporal de ferro entre indivíduo com traço β-talassêmico deve considerar amostra 

com suficiente poder para testes de associação e que inclua não somente 

mulheres adultas, mas também homens e crianças, a fim de identificar e 

quantificar os potenciais riscos de desequilíbrios no status de ferro associados 

com essa condição; 

 A investigação dessas mesmas relações em indivíduos carreadores de outras 

doenças hereditárias relativamente comuns em nossa população e também 

associadas com aumentada atividade eritropoética, como a esferocitose 

hereditária e a α-talassemia (GUIMARÂES et al., 2015; ROCHA et al., 2011), 

também contribuirão nesse sentido. 
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APÊNDICE 1 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

(ESTUDO 1) 

 
Universidade de São Paulo 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Projeto de Pesquisa: “Avaliação de variantes do gene TMPRSS6 e sua relação com o 

status do ferro em mulheres saudáveis na idade reprodutiva” 

Nome:............................................................................................................................... 

Doc. De Identidade Nº:.........................................  Data de Nascimento:....../......./....... 

Endereço:....................................................................................Nº:.............Apto:............ 

Bairro:....................................................................Cidade:............................................... 

CEP:..............................................Telefones:................................................................... 

Duração da pesquisa: vinte e quatro meses 

 

Prezada senhora, 

 Meu nome é Célia Colli, sou professora da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo (FCF/USP), e juntamente com o nutricionista Eduardo De Carli, 

convidamos você a participar do nosso estudo em que avaliaremos, em mulheres 

estudantes da Universidade de São Paulo, a relação que o conteúdo de ferro da dieta tem 

com a quantidade desse mineral no sangue, e também verificar a influência que algumas 

características genéticas têm sobre essa relação. 

Serão incluídas nesta pesquisa mulheres saudáveis com idades entre 18 e 45 anos, 

não gestantes, não lactantes e que não apresentem doenças previamente diagnosticadas.  

Se você concordar em participar, precisaremos que preencha um questionário que 

será enviado por e-mail. De acordo com as respostas, serão selecionadas as mulheres que 

atenderem os critérios de inclusão no estudo. Caso você seja selecionada, enviaremos um 

novo e-mail com instruções para que, em três diferentes dias da semana (dois entre 

segunda e sexta-feira e um do final de semana), você faça o registro online de todos os 

alimentos e bebidas que consumir.  

Cumprida esta etapa, avaliaremos a precisão das informações fornecidas e, se o que 

for relatado nos seus registros alimentares estiver de acordo com as instruções dadas por e-

mail, nós agendaremos data e horário para que você compareça à FCF/USP, em jejum de 8 

horas, para coletarmos amostras de sangue.  

Serão colhidos 20 mL de sangue para a realização de exames hematológicos 

(hemograma, reticulócitos e traço β-talassêmico), do status do ferro (ferro sérico, 

capacidade total de ligação do ferro, saturação da transferrina, ferritina sérica, receptor 

solúvel de transferrina e hepcidina), do status inflamatório (PCR – proteína C reativa e AGP 

– Alfa1-glicoproteína Ácida) e para extração de DNA. O DNA coletado será usado para 

investigar as variações de dois genes que participam do metabolismo do ferro, chamados 

TMPRSS6 e HFE. 
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O risco associado a este estudo é mínimo. A coleta de sangue poderá formar uma 

mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. 

O seu material genético e sangue serão armazenados no Laboratório de Minerais em 

Alimentos e Nutrição da FCF/USP, sob minha responsabilidade, e serão mantidos em 

biorrepositório, sem a identificação de seu nome, pois utilizaremos códigos de identificação. 

As amostras poderão ser utilizadas em pesquisas futuras sobre dieta e saúde. Se essas 

pesquisas futuras ocorrerem, o novo projeto será submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) e então, solicitaremos sua permissão para o uso desse material.  

A sua participação neste estudo é voluntária, portanto, você não receberá qualquer 

pagamento por sua participação. Os resultados dos exames de sangue e da avaliação 

dietética serão enviados a você por e-mail. Todos os resultados poderão ser 

disponibilizados quando você o solicitar. Caso for identificada alguma alteração importante 

nos exames hematológicos e bioquímicos realizados, você será encaminhada à Dra. Maria 

Stella Figueiredo (CRM.SP.44403), médica hematologista colaboradora do estudo. 

Você pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Caso isso ocorrer, 

você poderá solicitar a retirada de seus dados genéticos do banco de dados do Laboratório 

de Minerais em Alimentos e Nutrição da FCF/USP, onde estarão guardados. 

Os dados e os resultados obtidos serão confidenciais e somente serão revelados a 

terceiros se você autorizar previamente. Sua identidade será mantida em segredo, quando 

os resultados deste estudo forem publicados em artigos de revistas científicas ou forem 

apresentados em temas de aulas e debates. Eles poderão colaborar para medidas de 

prevenção da deficiência de ferro na população. 

Você receberá duas cópias deste documento (Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido) sendo que uma ficará com você e outra ficará comigo. Informamos ainda que, 

caso haja algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, você será indenizada. 

Caso você tenha alguma dúvida em relação a esta pesquisa, você poderá entrar em 

contato com a Profa. Dra. Célia Colli (tel: 3091-1483; e-mail: cecolli@usp.br) ou com o aluno 

Eduardo De Carli (tel: 3091-3651; e-mail: edecarli@usp.br).  

O Laboratório de Minerais em Alimentos e Nutrição da FCF/USP fica localizado na 

Avenida Professor Lineu Prestes, 580, Bloco 14, Cidade Universitária, São Paulo – SP, 

CEP: 05508-000. 

Eu, _______________________________________________ declaro que, após 

bem esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito, 

voluntariamente, em participar desta Pesquisa.  

Você autoriza o armazenamento do DNA para investigações futuras que tenham o 

mesmo objetivo da presente pesquisa?                     ____SIM       ____NÃO 

Você quer saber os resultados dos testes genéticos?    ____SIM       ____NÃO 

São Paulo, ____________ de ________________________ de 20____. 

_____________________________              ___________________________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa                 Assinatura do pesquisador 

                                                                       (carimbo ou nome legível) 

     Assinatura da Testemunha 

Para qualquer questão, dúvida, esclarecimento ou reclamação sobre aspectos éticos 

dessa pesquisa, favor entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisas da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo – Av. Prof. Lineu Prestes, 580 – 

Bloco 13ª – Butantã – São Paulo – CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 

– e-mail: cepfcf@usp.br 

mailto:cepfcf@usp.br
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QUESTIONÁRIO 

APÊNDICE 2 – QUESTIONÁRIO DE ELEGIBILIDADE (ESTUDO 1) 

 

QUESTIONÁRIO DE ELEGIBILIDADE 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

nome, idade, instituição de estudo, nível de formação atual, endereço de e-mail e 

telefones para contato) 

 

 

 

  

Nos últimos 2 anos, você: 

1.1. Esteve grávida ou amamentando?      (1) SIM (2) NÃO 

1.2. Teve o ciclo menstrual regular (ciclo de 28±7 dias)?   (1) SIM         (2) NÃO 

1.3. Doou sangue alguma vez?       (1) SIM         (2) NÃO 

1.4. Sofreu acidente com perda importante de sangue OU foi submetida à cirurgia de grande porte 

OU recebeu transfusão de sangue?      (1) SIM         (2) NÃO 

1.5. Foi alguma vez diagnosticada com parasitose intestinal?  (1) SIM         (2) NÃO 

Nos últimos 6 meses e atualmente: 

1.6. Você fez grandes mudanças nos seus hábitos alimentares (ex.: dieta para emagrecimento, para 

redução de colesterol, para redução de sal, etc.)?     (1) SIM         (2) NÃO 

1.7. Qual é seu peso atual?_________kg 

1.8. Qual é sua estatura?_____________m 

1.9. Qual foi seu peso habitual nos últimos 6 meses? _________kg 

1.10. Fez/faz uso contínuo de medicamento (exceto anticoncepcionais) ou suplemento vitamínico-

mineral?          (1) SIM         (2) NÃO 

1.11. Fumou/fuma mais de 10 cigarros ao dia?     (1) SIM         (2) NÃO 

1.12. Ingeria/ingere mais de 2 doses de bebidas alcoólicas por dia?  (1) SIM         (2) NÃO 

2 Doses = 2 latas de cerveja (350mL cada) OU 2 taças de vinho (90 mL cada) OU  

1 drink de destilados (whisky, pinga, vodca, etc – 50 mL) 

Você tem diagnóstico de alguma doença crônica?   (1) SIM         (2) NÃO 

Diabetes Mellitus, Hipertensão, Dislipidemia, Sobrecarga de ferro, Talassemia, Doença inflamatória intestinal, Úlcera 

gástrica, Doença celíaca, Doenças hemorrágicas, Doenças Renais, Doenças Hepáticas (doenças do fígado), Doenças 

pancreáticas, Osteoporose, Câncer, Disfunção Hormonal. 
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APÊNDICE 3 – INSTRUÇÕES PARA PREENCHIMENTO DE REGISTROS 

ALIMENTARES NO SISTEMA NUTRIQUANTI (ESTUDO 1) 

INSTRUÇÕES PARA PREENCHIMENTO DE 

REGISTROS ALIMENTARES 

 
   O que é um registro alimentar?

 

É um relato de todos os alimentos e/ou bebidas (exceto água pura) 
consumidos ao longo de um dia, desde a hora que se acorda até a hora que 
se vai dormir. As quantidades (porções) consumidas são informadas em 
medidas caseiras (por exemplo: 01 copo, 02 unidades grandes, ½ prato, etc.). 
Para o estudo de que você está participando, são necessários três registros 

alimentares:  

a) Dois em dias da semana (por exemplo, um na segunda-feira e outro 

na quarta-feira) 

b) Um em um dia do final de semana (por exemplo, domingo). 

Esses registros alimentares serão feitos um após o outro (não 
necessariamente na ordem apresentada acima), pela internet, com o sistema online 
Nutriquanti. Depois de finalizar um dia de registro, você receberá um e-mail 
informando que o sistema está liberado para que faça um novo registro, no dia que 
achar conveniente. Muita atenção deve ser dada ao dia em que o registro é feito (ver 
itens a e b) 

Os 3 registros alimentares deverão ser finalizados dentro do prazo máximo de 
2 semanas após o recebimento do login e senha de acesso.  

 

 Como fazer os registros alimentares no Nutriquanti? 
 

Há duas possíveis maneiras. 
No dia em que deseja fazer o registro alimentar, você pode: 

1) após cada refeição (incluindo pequenos lanches), anotar, em papel, 

o tipo de refeição (por exemplo, lanche da manhã), o(s) 

alimento(s) e/ou bebida(s) consumido(s) e sua(s) quantidade(s), 

para que, em outro horário, você transcreva essas informações no 

sistema. 

2) após cada refeição, acessar o sistema e fazer o registro do que 

acabou de ser consumido. 

Para o acesso ao Nutriquanti, as seguintes ferramentas são necessárias:  

- Computador ou dispositivo móvel com sistema iOS, Android ou 

Blackberry; 

- Internet; 

- Microsoft Internet Explorer, Firefox, Safari ou Google Chrome. 
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Basta acessar a página www.zeroonze.com.br/pesquisa/recordatório e 
fornecer login e senha individuais (enviados ao seu e-mail). 

 

 

 Ao chegar na interface de registro alimentar, desça até o final da página e 

clique no botão  para ler instruções breves e dicas gerais de preenchimento.  

Para iniciar, clique no ícone  acima da refeição na qual deseja 
cadastrar um alimento/receita/bebida. Uma nova página será exibida. 

Para buscar o alimento/receita/bebida, você deverá inserir o nome da forma 
mais simples e conveniente possível, evitando hífens, vírgulas e nomes muito longos 
ou complexos, podendo até mesmo procurar pela marca do alimento/receita/bebida. 
Após a digitação, selecione buscar (exemplo da figura abaixo: pão francês).  

 

 

 

O programa disponibilizará uma lista de opções de alimento/receitas/bebidas 
que contém a palavra digitada. Ao encontrar o alimento/receita/bebida desejado, 

selecione  .  
 
 
 
Em seguida, defina a medida caseira consumida e a sua quantidade (por 

exemplo: fatia pequena; quantidade 1).  
 

http://www.zeroonze.com.br/pesquisa/recordatório
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Após este cadastro, o alimento/receita/bebida estará disponível na tela (como 

mostrado abaixo). Para realizar qualquer alteração, pressione . Se houver a 

necessidade de excluir o alimento cadastrado pressione .  

 

Repita o processo para cadastrar todos os alimentos/receitas/bebidas em 
cada refeição do dia. Caso você deseja interromper o registro para continuar mais 
tarde (quando estiver, por exemplo, registrando o que acabou de ser consumido em 

cada refeição) clique em   e, em outro horário, continue o registro do 
dia. 

No final do cadastro de todos os alimento/receita/bebida consumidos até a 

última refeição, selecione . 
 

 
 

IMPORTANTE: NUNCA se esqueça de, no final de cada dia de registro, clicar 

no botão  , para que o sistema grave e envie o registro à nossa equipe de 

nutricionistas. NUNCA clique em   caso você não tenha finalizado todo o 
registro do dia. 
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APÊNDICE 4 – INSTRUÇÕES PARA PREENCHIMENTO DE QUESTIONÁRIO DE 

FREQUÊNCIA ALIMENTAR (QFA) NO SISTEMA NUTRIQUANTI (ESTUDO 1) 

INSTRUÇÕES PARA PREENCHIMENTO DE QUESTIONÁRIO 

DE FREQUÊNCIA ALIMENTAR (QFA) NO SISTEMA 

NUTRIQUANTI 

 
   O que é um QFA?

  Consiste em uma série de questões que visam obter informações sobre 
o consumo usual de alimentos e bebidas de um indivíduo, num período 
específico pré-determinado.  

 No QFA que você responderá, pretendemos coletar informações sobre como 
foi seu consumo habitual de alguns itens alimentares nos últimos 12 meses. Assim, 
ao responder cada questão, por favor, pense em como foi, em média, o consumo 
dos alimentos ou bebidas listados, no último ano.  

 

  Como responder ao QFA no Nutriquanti?

O preenchimento do QFA é feito em 5 etapas. Em cada etapa, serão exibidas, 
em tela, 20 questões. Ao ser questionada sobre o seu costume de comer ou beber 
determinado alimento ou bebida: 

1) Pense se o(s) item (itens) em questão foi (foram) ou não consumido(s) no 

último ano e se este consumo foi frequente (diariamente ou 

semanalmente) ou eventual (mensalmente ou anualmente). 

 
2) Para alimentos ou bebidas em questão cujo consumo, no último ano, 

tenha sido igual a zero, assinale a opção . Por outro lado, caso tenha 

tido algum consumo, clique em . Um quadro semelhante ao 

mostrado abaixo será exibido: 

 

 
 

Tente estimar uma frequência que reflita, em média, o hábito durante o 
período. Siga o raciocínio dos exemplos abaixo: 

 

Questão Ex.1:  
 

Exemplo de situação 1.1: caso, no último ano, você tenha tido 
o costume de consumir feijão todos os dias da semana (de segunda a 
sexta – normalmente no almoço), mas, em geral, não o consumiu em 
nenhuma das refeições feitas aos finais de semana (sábados e 
domingos), então, em média, feijão foi consumido 5 vezes por semana.  
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No questionário, responda que o consumo de feijão foi semanal, 

 , numa frequência de 5 vezes, .  
 

Exemplo de situação 1.2: caso, no último ano, você tenha tido 
o costume de consumir feijão tanto nos dias de semana quanto nos 
finais de semana e tanto no almoço quanto no jantar, então, em média, 
feijão foi consumido 2 vezes por dia.  

No questionário, responda que o consumo deste alimento foi 

diário, , numa frequência de 2 vezes, . 
 

Questão Ex. 2:    
 

Exemplo de situação 2.1: caso, durante os últimos 6 meses, 
você tenha tido o costume de consumir café todos os dias pelo menos 
uma vez por dia, então, neste período (que corresponde a metade do 
ano), você consumiu café diariamente, o que é equivalente a 7 vezes 
por semana. Contudo, no período anterior a esse (que também 
corresponde à metade de um ano), você não teve o costume de 
consumir café. Para estimar uma média de frequência de consumo que 
reflita o ano todo basta fazer o seguinte cálculo:  

 
“se 7 vezes por semana foi o consumo durante metade do 

ano (6 meses), logo, 7 / 2 = 3,5 vezes por semana foi o consumo 
durante todo o ano” 
No questionário, responda que o consumo deste alimento foi 

semanal, , numa frequência de 3 ou 4 vezes, . 
 
Siga o raciocínio dos exemplos apresentados acima para responder a 

todas as questões do QFA. 
 

3) À medida que finalizar as respostas das questões em tela, clique em 

 para prosseguir. Ao finalizar todas as questões, clique em 

 ao final da página.  
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APÊNDICE 5 – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(ESTUDO 2) 

 
Universidade de São Paulo 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Projeto de Pesquisa: Impacto da fortificação compulsória com ferro e ácido fólico em 
farinhas de trigo e milho na expressão de RNAm dos genes que codificam proteínas 
associadas ao metabolismo do ácido fólico e ferro e seu papel no estresse oxidativo 
e na citotoxicidade das células NK”  
Nome: _____________________________________________________________ 
Doc de Identidade: ____________________________  Sexo: _________________ 
Data de Nascimento: _________________________ 
Endereço:  _______________________________ N: __________  Apto: ________ 
Bairro:__________________________________Cidade:______________________ 
CEP:_________________  Telefone: _____________________________________ 
Duração da pesquisa: 2 anos 
 
Prezado (a) senhor (a), 

Meu nome é Elvira M Guerra Shinohara, sou professora da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, e juntamente com os alunos 

de Doutorado Clóvis Paniz, Eduardo De Carli,  Juliano Bertinato, e de mestrado 

Maylla Rodrigues Lucena, estamos convidando-o (a) a participar do projeto de 

pesquisa que estamos desenvolvendo em colaboração com a equipe de médicos do 

Departamento de Hematologia e Oncologia da Escola Paulista de Medicina na 

UNIFESP e do Ambulatório de Anemias do Hospital Irmandade Santa Casa de 

Misericórdia de São Paulo. 

Nesta pesquisa serão incluídos indivíduos em uso de farinhas fortificadas com 

ácido fólico e ferro (fortificação compulsória). O objetivo desta pesquisa é avaliar os 

efeito da fortificação compulsória das farinhas com ácido fólico e ferro, uma vez que 

desde 2004 as industrias de alimentos vem fortificando as farinhas de milho e trigo 

com estes nutrientes, afim de cumprir uma norma do Ministério da Saúde.  

Se você aceitar participar da pesquisa, precisaremos do seu consentimento 

para coletar amostras de sangue na Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP 

ou na Faculdade de Medicina da UNIFESP e, além disso, precisaremos que você 

responda a um questionário simples sobre sua alimentação nas últimas 24h. Este 

questionário será repetido mais duas vezes por telefone em dias posteriores às 

coletas de sangue. 

Em relação à coleta de material, serão colhidos 40 mL de sangue em jejum de 

8 horas para a realização do hemograma, dosagem de vitaminas (ácido fólico, 

vitamina B12 e B6), ferro, ferritina, hepicidina, marcadores inflamatórios 
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(interleucina-1, 4, 6, 8 e 10), marcadores do estresse oxidativo e testes genéticos 

(DNA e RNA) para verificar a presença de alterações na expressão de genes, na 

metilação do DNA e na função de células responsáveis pela defesa do organismo 

(sistema imune). Os resultados laboratoriais obtidos serão utilizados para 

compreender melhor os efeitos do ácido fólico e do ferro no seu organismo.  

O risco desse projeto é mínimo. A coleta de sangue poderá formar uma 

mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha.  

Serão avaliadas as expressões de alguns genes do seu DNA (β-globina, 

interferon-γ, TNF-α, interleucina-8, MTHFR, DHFR, HAMP, BMP6, TMPRSS6, 

HFE2,  SMAD4, ARNT e IL-6), alterações no DNA (metilação, lesões e alterações de 

sequência – polimorfismos) para verificar o efeito do ácido fólico e do ferro. Será 

determinada a quantidade de substâncias relacionadas com a defesa do organismo 

(citocinas), bem como a quantidade de vitaminas. A sua amostra de DNA e sangue 

serão armazenadas no Laboratório de Hematologia da FCF/USP (biorrepositório), 

sob minha responsabilidade, e será usado código para identificar a amostra. Caso a 

amostra seja utilizada para pesquisas futuras, novo projeto será submetido ao 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), e então você será consultado (a) sobre a 

permissão do uso deste material. 

Você não receberá qualquer pagamento por sua participação, portanto, a sua 

participação neste estudo é voluntária. Os resultados dos exames realizados no 

sangue poderão ser retirados no Laboratório de Hematologia da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da USP (FCF/USP), situado na Av. Professor Lineu Prestes, 

580, Bloco 17, Sala 113. Todos os resultados serão disponibilizados a qualquer 

momento durante a pesquisa. 

Você pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento do estudo 

sem quaisquer penalidades. Caso você desista de participar da pesquisa, poderá 

solicitar a retirada de seus dados genéticos do biorrepositório no Laboratório de 

Hematologia da FCF/USP, onde serão guardados. 

Os dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serão confidenciais e 

somente serão revelados a terceiros se você autorizar previamente. Sua identidade 

será mantida em segredo, quando os resultados deste estudo forem publicados em 

artigos de revistas científicas ou forem apresentados em temas de aulas e debates. 

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderão colaborar no entendimento 

dos efeitos do tratamento com ácido fólico e também da fortificação de alimentos na 

população. 

Você receberá uma cópia deste termo de consentimento esclarecido (TCLE) e 

outra cópia assinada por você ficará arquivada em nosso laboratório. 

Os resultados obtidos nessa pesquisa poderão colaborar no entendimento 

dos efeitos da fortificação de alimentos com ácido fólico na população. 

Caso você tenha alguma dúvida em relação a esta pesquisa, você poderá 

entrar em contato com a Profa. Elvira M Guerra Shinohara (tel: 3091-3785), ou com 

os pesquisadores  Clovis Paniz (tel: 95361-7329 ou 3091-3785) e Juliano Felix 

Bertinato (tel: 97962-4240 ou 3091-3785), ou com o Dra. Maria Stella Figueiredo (tel: 

2176-7268). 

tel:2176-7268
tel:2176-7268
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Eu, _______________________________________________ declaro que, após 

bem esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, aceito 

voluntariamente participar desta Pesquisa.  

 

Você autoriza o armazenamento do DNA para pesquisas futuras?__SIM__NÃO 

Você quer saber os resultados dos testes genéticos?            __SIM__NÃO 

 
São Paulo, ____________ de _____________________________ de 20____. 
 
 
___________________________          ____________________________ 
Assinatura do sujeito da pesquisa                    Assinatura do pesquisador 
                                                                                (carimbo ou nome legível) 
 
________________________ 
Assinatura da Testemunha 
 

 

Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP, Av. Prof. 
Lineu Prestes, 580 Bloco 13 – Cidade Universitária – CEP: 05508-900 – São Paulo – 
SP - Telefones: 3091-3677 - E-mail: cepfcf@usp.br 
 

  

mailto:cepfcf@usp.br
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1. IDENTIFICAÇÃO  

1. IDENTIFICAÇÃO  

2. HISTÓRIA CLÍNICA 

2. COLETA DE SANGUE 

APÊNDICE 6 – QUESTIONÁRIO DE CARACTERIZAÇÃO GERAL (ESTUDO 1) 

QUESTIONÁRIO DE CARACTERIZAÇÃO GERAL 

Data da coleta de sangue:____/_____/____  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1.1. Nome:______________________________________________________________________ 

1.2. Idade: ______________    1.2.1. Data de nascimento:____/_____/____ 

1.3. Nacionalidade: _________________________  1.3.1. Naturalidade: ____________________ 

1.4. Estado Civil:   (1) Solteira (2) Casada    (3) Divorciada (4) Viúva    

1.5. Cor da pele:   (1) Branca (2) Negra (3) Parda  (4) Amarela    (5) Indígena 

1.6. País de nascimento do pai: _____________________ da mãe: _______________________ 

1.7. Profissão: __________________________________________________________________ 

1.8. Nível de formação atual:  (1) Graduação   (2) Especialização  (3) Mestrado  

(4) Doutorado  (5) Pós-doutorado 

       Curso: _____________________________________________________________________ 

       Faculdade / Instituto: _________________________________________________________ 

1.9. Endereço: __________________________________________________________________ 

Bairro:_________________________________________Cidade:__________________________ 

Estado:________________________________________CEP: ____________________________ 

E-mails:________________________________________________________________________ 

1.10. Telefones para contato:______________________________________________________ 

2.1. Horário da coleta de sangue: ___:___hs 

2.2. Horário da última refeição no dia anterior à coleta de sangue: ___:___hs 

2.3. Quantas horas você dormiu na noite anterior à coleta de sangue? _________horas  

2.3.1. Na última noite, seu sono foi como o habitual?     (1) SIM  (0) NÃO 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

________________________________________________________________________________________ 

_______________________ 

_______________________ 

_______________________ 
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3. HISTÓRIA CLÍNICA 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3.1. No último mês, você costumou ter algum desses sinais e sintomas? 

( ) Fraqueza      ( ) Tontura   ( ) Suor excessivo       ( ) Sonolência 

( ) Falta de ar durante esforço   ( ) Dores de cabeça  ( ) Ansiedade              ( ) Insônia 

( ) Dificuldade de concentração   ( ) Falta de apetite   ( ) Queda de cabelo       ( ) Palidez   

( ) Icterícia (pele amarelada)      ( ) Unhas quebradiças ( ) Edema (inchaço)       ( ) Azia   

( ) Dor estomacal     ( ) Refluxo    ( ) Prisão de ventre       ( ) Diarréia   

( ) Presença de sangue nas fezes     ( ) Flatulência   ( ) Gripes recorrentes      ( ) Alergias  
 

Nos últimos 6 meses, você fez uso contínuo de algum medicamento (exceto anticoncepcionais)?        

                                (1) SIM  (0) NÃO 

3.2. No último ano, você fazia uso de medicamento contínuo?                     (1) SIM  (0) NÃO 

Quais: ________________________Duração do tratamento:_______ Início do tratamento: _____________ 

Nos últimos 6 meses, você fez uso contínuo de suplemento vitamínico-mineral?        (1) SIM  (0) NÃO 

3.3. No último ano, você fazia uso de suplemento vitamínico-mineral?              (1) SIM  (0) NÃO 

Quais:_____________________________Tempo de uso:____________ Início do uso: ________________ 

Nos últimos 6 meses, você ingeriu diariamente mais do que 2 doses de álcool?        (1) SIM  (0) NÃO 

2 Doses = 2 latas de cerveja (350mL cada)     

  2 taças de vinho (90 mL cada)       

  1 dose de destilados (whisky, pinga, vodca, etc – 50 mL)  

3.4. No último ano, ingeria mais de 2 doses de álcool por dia?                 (1) SIM  (0) NÃO 

Nos últimos 6 meses você fumou diariamente mais de 10 cigarros?                     (1) SIM  (0)  NÃO 

3.5. Você é ex- fumante?                                                     (1) SIM  (0) NÃO 

Por quanto tempo fumou:_____________ N⁰ de cigarros/dia__________ Desde (idade):________________ 

Nos últimos 2 anos, alguma vez você foi diagnosticada com parasitose intestinal?      (1) SIM  (0) NÃO 

3.6. Antes dos últimos 2 anos, alguma vez foi diagnosticada com parasitose?              (1) SIM  (0) NÃO 

3.6.1. Quanto tempo faz desde que tratou a última parasitose intestinal?_________________________ 

Você tem diagnóstico de alguma doença crônica?        

( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus ( ) Hipertensão   ( ) Dislipidemia  ( ) Hemocromatose ( ) Talassemia 

( ) Úlcera gástrica  ( ) D. celíaca ( ) D. hemorrágicas  ( ) D. Renais      ( ) D. Hepáticas        

( ) D.pancreáticas  ( ) D. inflamatória intestinal   ( ) Osteoporose ( ) Câncer   

( ) Disfunção Hormonal ( ) Outra:___________________________________________________________ 

Seu pai apresenta/apresentava alguma doença crônica?                        (1) SIM  (0) NÃO 

Quais:_________________________________________________________________________________ 

Sua mãe apresenta/apresentava alguma doença crônica?              (1) SIM  (0) NÃO 

Quais:_________________________________________________________________________________ 

Número de irmãos:_________ Sexo feminino:_________  Sexo masculino:_________ 

Algum deles com doença? Quem e qual(is)? __________________________________________________ 
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4. OBSTÉTRICO-GINECOLÓGICA 
2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1. Que idade você tinha quando teve a primeira menstruação?________________________________ 

Nos últimos 2 anos, sua menstruação se manteve regular (ciclo de 28±7 dias)?           (1) SIM  (0) NÃO 

4.2. Quantos dias em média dura sua menstruação? (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) 

4.3. Qual é em média o intervalo de dias entre uma menstruação e outra? _________DIAS 

4.3. Durante o período da menstruação, o fluxo 
menstrual é mais intenso durante quantos dias? 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) 

4.3.1 Assinale quais os dias 
de menstruação o fluxo 
menstrual é mais intenso? 

DIA 1 

(  ) 

DIA 2 

(  ) 

DIA 3 

(  ) 

DIA 4 

(  ) 

DIA 5 

(  ) 

DIA 6 

(  ) 

DIA 7 

(  ) 

DIA 8 

(  ) 

DIA 9  

(  ) 

4.3.2 Nos dias em que o fluxo menstrual é intenso, qual é a quantidade média de absorventes que 
você utiliza? _____________ 

 

4.3.3. Nos dias em que o fluxo menstrual é leve, qual é a quantidade média de absorventes que você 
utiliza? _____________ 

4.4 Assinale abaixo a quantidade (em média) e o(s) tipo(s) de absorvente(s) (externo / interno) que 
você utiliza em cada dia de menstruação: 

Produto Tipo 
DIA 

1 
DIA 

2 
DIA 

3 
DIA 

4 
DIA 

5 
DIA 

6 
DIA 

7 
DIA 

8 
DIA 

9 

Absorvente 
externo 

Diurno 
Normal          

Super          

Noturno          

Absorvente 
interno 

Mini          

Normal          

Grande          

 

4.5. Numa escala de 1 até 5, onde 1 corresponde a fluxo menstrual pouco intenso e 5 a fluxo 

menstrual muito intenso, que intensidade você atribui à sua menstruação?       (1)    (2)    (3)    (4)    (5) 

4.6. Há presença de coágulos na sua menstruação?                             (1) SIM  (0) NÃO 

Nos últimos 2 anos, você esteve grávida ou amamentando?                    (1) SIM  (0) NÃO 

4.7. Antes dos últimos 2 anos, você ficou grávida:  (0) Nenhuma vez    (1) uma      (2) duas     (3) três   
(4) quatro                (5) cinco ou mais vezes 

4.7.1. Se sim, quantos partos já teve? (0) Nenhum/não se aplica  (1) um       (2) dois     (3) três  
(4) quatro              (5) cinco ou mais 

4.7.2. Se sim, que tipo de parto:    (0) Não se aplica    (1) Normal         (2) Cesária 

3.7.2. Tempo desde o último parto:_____________ 

3.7.3. Quanto tempo faz desde que parou de amamentar a última vez?________________ 

4.8. Que método anticoncepcional você usa?  (0) Natural  (1) Oral    (2) Laqueadura  
(3) DIU  (4) Camisinha  (5) Outro:______________ 

4.8.1. Se você usa anticoncepcional oral, qual?____________________ Há quanto tempo?__________ 

4.8.2. Se usa DIU, há quanto tempo?________________________ 

4.9. Alguma vez fez tratamento para engravidar?                               (1) SIM  (0) NÃO 
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5. HISTÓRICO DE PERDAS DE SANGUE 
3.  

5. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL 

5. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL (cont.) 

6. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL 
4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Nos últimos 2 anos, você doou sangue alguma vez?                            (1) SIM       (0) NÃO 

5.1. Antes dos últimos 2 anos, quantas vezes você doou sangue? (0) Nenhuma    (1) uma       (2) duas       
        (3) três   (4) quatro  (5) cinco ou mais 

5.1.1. Quanto tempo faz desde a sua última doação?__________________________________________ 

Nos últimos 2 anos, você sofreu acidente ou foi submetida a cirurgia com perda importante de 

sangue?                    (1) SIM       (0) NÃO 

Nos últimos 2 anos, você recebeu transfusão de sangue alguma vez?                   (1) SIM       (0) NÃO 

5.2. Quando foi o último dia de sua menstruação? (1) Há menos de 1 semana (2) Entre 1 e 2 semanas  

     (3) Entre 3 e 4 semanas      (4) Há mais de 4 semanas 

Nos últimos 6 meses, você fez grandes mudanças nos seus hábitos alimentares? (1) SIM       (0) NÃO 

6.1. Antes dos últimos 6 meses, você alguma vez mudou seus hábitos alimentares ou fez dieta para 

emagrecer ou por qualquer outro motivo? 

(0) Não   (1) Sim, para emagrecer   (2) Sim, por orientação médica  

(3) Sim, para dieta vegetariana ou redução de consumo de carnes (4) Sim, para redução de sal 

(5) Sim, para redução do colesterol      (6) Sim, para ganho de peso 

(  ) Outro motivo:_______________________________________________________________________ 

 

6.1.1. Quanto tempo faz desde que mudou seus hábitos alimentares?__________________________ 

6.2. Que classificação você dá para sua dieta atual: 

(1) Onívora (consumo produtos de origem animal e vegetal sem restrições) 

(2) Ovo-lacto-vegetariana (consumo leite e ovos, mas não consumo nenhum tipo de carne ou peixes) 

(3) Vegetariana estrita (não consumo nenhum produto de origem animal) 

(4) Outra:______________________________________________________________________________ 

6.3. Habitualmente, com que frequência (vezes/semana) você faz as seguintes refeições? 

6.3.1. Café da manhã:   (1)  (2)           (3)           (4)   (5)      (6)           (7)  

6.3.2. Lanche da manhã:   (1)  (2)      (3)          (4)   (5)      (6)           (7)  

6.3.3. Almoço:    (1)       (2)      (3)          (4)   (5)      (6)           (7)   

6.3.4. Lanche da tarde:   (1) (2)      (3)          (4)   (5)      (6)           (7)  

6.3.5. Jantar:     (1)  (2)      (3)          (4)   (5)      (6)            (7)  

6.3.6. Lanche à noite:   (1) (2)      (3)          (4)   (5)      (6)           (7)  

6.4. Onde você costuma fazer a maior parte das suas refeições? 

(1) Em casa (2) Em restaurantes universitários (3) Em restaurantes comerciais  (4) Padarias 

(5) Lanchonetes universitárias (6) Lanchonetes comerciais  ( ) Outro:___________________________ 
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5. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL (cont.) 

6. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL (cont.) 
5.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Questionário Internacional de Atividade Física (IPAQ) – Versão 8 curta 

As questões a seguir servirão para que saibamos que tipo de atividade física você faz, 

como parte de seu dia a dia, e o tempo que você gastou para isso na ÚLTIMA semana. Essas 

atividades incluem as que você faz no trabalho, as que você faz para se deslocar na cidade por 

qualquer motivo ou que são parte de suas atividades em casa.. Por favor, responda cada 

questão mesmo que você considere que não seja ativa. 

Para responder as questões lembre-se que: 

Atividades físicas VIGOROSAS são aquelas que precisam de um grande esforço físico e que 

fazem respirar MUITO mais forte que o normal 

Atividades físicas MODERADAS são aquelas que precisam de algum esforço físico e que 

fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal 

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que você realiza por pelo 

menos 10 minutos contínuos de cada vez: 

 

1ª Em quantos dias da última semana você CAMINHOU pelo menos 10 minutos contínuos em 

casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por 

prazer ou como forma de exercício? 

 _____dias por SEMANA ( ) Nenhum 

Tempo em cada dia? 

DIA SEG TER QUA QUI SEX SÁB DOM 

TEMPO        

 

2ª Em quantos dias da última semana, você realizou atividades MODERADAS por pelo menos 

10 minutos contínuos, como por exemplo, pedalar leve na bicicleta, nadar, dançar, fazer ginástica 

aeróbica leve, jogar vôlei recreativo, carregar pesos leves, fazer serviços domésticos na casa, no 

quintal, ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez 

aumentar moderadamente sua respiração ou batimentos do coração (NÃO INCLUA 

CAMINHADA). 

_____dias por SEMANA ( ) Nenhum 

Tempo em cada dia? 

DIA SEG TER QUA QUI SEX SÁB DOM 

TEMPO        
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6. HISTÓRICO COMPORTAMENTAL (cont.) 
6.  

7. QUESTIONÁRIO SOCIOECONÔMICO 

6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3ª Em quantos dias da última semana você realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10 

minutos contínuos, com por exemplo, correr, fazer ginástica aeróbica, jogar futebol, pedalar 

rápido na bicicleta, jogar basquete, fazer serviços domésticos pesados em casa, no quintal ou 

cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua 

respiração ou batimentos do coração. 

_____dias por SEMANA ( ) Nenhum 

Tempo em cada dia? 

DIA SEG TER QUA QUI SEX SÁB DOM 

TEMPO        

 

 Essas últimas questões são sobre o tempo que você permanece sentado todo o dia, no 

trabalho, na faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado 

estudando, sentado enquanto descansa, fazendo lição de casa, visitando um amigo, lendo, 

sentado ou deitado assistindo TV. Não inclua o tempo gasto sentado durante o transporte em 

ônibus, trem, metrô ou carro. 

 

4ª Quanto tempo no total você gasta sentado durante um dia de semana? 

_____horas _____minutos 

4ªb Quanto tempo no total você gasta sentado durante um dia de final de semana? 

_____horas _____minutos 

 

1) Para responder às questões a seguir, considere a casa de sua família. 

Para aparelhos domésticos em geral deve-se considerar os seguintes casos: 

Bem alugado em caráter permanente; 

Bem emprestado de outro domicílio há mais de 6 meses; 

Bem quebrado há menos de 6 meses. 
 

Não considerar os seguintes casos: 

Bem emprestado para outro domicílio há mais de 6 meses;  

Bem quebrado há mais de 6 meses; 

Bem alugado em caráter eventual; 

Bem de propriedade de empregados ou pensionistas 
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7. QUESTIONÁRIO SOCIOECONÔMICO (cont.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

POSSSE DE ITENS: Marque com um “X” a quantidade de itens de cada equipamento que 

possui em casa.  

                                                                                                 QUANTIDADE DE ITENS   

Televisão em cores: próprio ou emprestado há mais de 6 

meses ou quebrado há menos de 6 meses. De uso de 

empregados, considerar se for adquirido pela família 

empregadora. 

(0) (1) (2) (3) (4/+) 

Rádio: qualquer tipo que seja capaz de sintonizar 

emissoras. Não considerar rádios de automóveis. 
(0) (1) (2) (3) (4/+) 

Banheiro: deve conter vaso sanitário. Considerar somente 

os banheiros privativos do domicílio. Os banheiros 

coletivos (que servem a mais de uma habitação) não 

devem ser considerados. 

(0) 

 

(1) 

 

(2) (3) (4/+) 

Automóvel: não considerar veículos para uso profissional 

ou para fretes (vans, taxis, pick up). Veículos de uso misto 

(lazer e profissional) não devem ser considerados. 

(0) 

 

(1) 

 

(2) (3) (4/+) 

Empregada mensalista: Não se refere a regime de 

salário, mas se trabalha pelo menos 5 dias por semana, 

dormir ou não no emprego. Considerar babás, motoristas, 

copeiras, cozinheiras, arrumadeiras. 

(0) 

 

(1) 

 

(2) (3) (4/+) 

Máquina de lavar: automáticas ou semi-automáticas. Não 

considerar tanquinho. 
(0) (1) (2) (3) (4/+) 

Videocassete e/ou DVD. (0)  (1) (2) (3) (4/+) 

Geladeira (0) (1) (2) (3) (4/+) 

Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira 

duplex) 
(0) (1) (2) (3) (4/+) 

 

2) Marque com “X” uma única resposta. Considere o grau de instrução do chefe de família. 

(0) Analfabeto/Fundamental  1  Incompleto 

(1) Fundamental  1 Completo / Fundamental  2  Incompleto 

(2) Fundamental  2  Completo / Médio Incompleto 

(3) Médio Completo / Superior Incompleto  

(4) Superior completo 
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8. ANTROPOMETRIA 

7.  

7.  QUESTIONÁRIO SOCIOECONÔMICO (cont.) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PESO:      

1ª tomada:____________m  2ª tomada:____________m      3ª tomada:____________m 

Média:____________m 

ESTATURA: 

1ª tomada:____________m   2ª tomada:____________m   3ª tomada:____________m 

Média:____________m 

CIRCUNFERÊNCIA DA CINTURA: 

1ª tomada:____________cm  2ª tomada:____________cm  3ª tomada:____________cm 

Média:____________m 

 

3) Qual sua situação atual de moradia? 

(0) Moro Sozinho;                              (5) Pensão/Hotel/Pensionato;  

(1) Com o pai, a mãe ou ambos;       (6) República; 

(2) Com o cônjuge;                            (7) Moradia mantida pela família; 

(3) Em casa de familiares;                 (8) Moradia pertencente e/ou mantida pela universidade; 

(4) Com outras pessoas;                   (9) Outras moradias coletivas (religiosa, pública, etc.). 

 

4) Qual a sua situação atual de trabalho? 

(0) Bolsita      (4) Desempregado e procurando emprego 

(1) Trabalha como contratado   (5) Fazendo bico / free lancer 

(2) Apenas estudando por decisão própria (6) Autônomo 

(3) Fazendo estágio    (7) Empresário 

 

5) Qual a renda bruta mensal familiar? (soma da renda bruta referente a salários, aluguéis, 
pensões, etc...)________________________________________________________________ 

 

6) Quantas pessoas, incluindo você, vivem da renda mensal familiar?_________________ 

 

7)  Qual a sua participação na vida econômica de sua família? 

(0) Sou sustentado por minha família ou por outras pessoas;  

(1) Recebo ajuda financeira da minha família ou de outras pessoas; 

(2) Sou responsável apenas pelo meu próprio sustento;  

(3) Sou responsável pelo meu sustento e contribuo para o sustento familiar;  

(4) Sou o responsável principal pelo sustento familiar. 
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APÊNDICE 7 – CONSTRUÇÃO DE BASE DE DADOS DE FERRO HEME, 
FITATOS, POLIFENÓIS, FERRO DE FORTIFICAÇÃO MANDATÓRIA DE 

FARINHAS DE TRIGO E MILHO, CARNES, OVOS E PROTEÍNA DE SOJA EM 
ALIMENTOS CONSUMIDOS POR ADULTOS DE SÃO PAULO (ESTUDOS 1 E 2) 

 

Para controle de qualidade das avaliações do consumo alimentar em estudos 

conduzidos pelo Laboratório de Minerais em Alimentos e Nutrição da FCF/USP, 

criou-se uma lista das principais referências de composição química de alimentos 

utilizadas pelo sistema Nutriquanti para calcular o conteúdo de macro e 

micronutrientes de dietas. Um banco de itens alimentares aparentemente 

consumidos por adultos de São Paulo foi compilado a partir de alimentos, bebidas e 

preparações descritos em 473 inquéritos alimentares coletos nos anos de 2013 e 

2014 entre adultos com variadas idades e condições socioeconômicas, residentes 

nos municípios de São Paulo-SP e Sorocaba-SP, participantes de dois estudos em 

andamento no laboratório.  

Um total de 1118 itens alimentares foi selecionado. Destes, 364 foram 

referentes a preparações elaboradas, cuja composição química foi calculada a partir 

de ingredientes descrito em de suas receitas padronizadas de publicações nacionais 

ou de sítios eletrônicos sobre o tema. Mais de 75% dessas receitas foram obtidas 

das publicações de Pinheiro e colaboradores (2008) ou Fisberg & Villar (2002).  

Os demais 754 itens alimentares compilados no banco incluíam os alimentos 

utilizados para o preparo de receitas, bem como alimentos crus ou preparados cujo 

conteúdo de macro e micronutrientes foi obtido de tabelas de composição química 

de alimentos nacionais e internacionais, rótulos comerciais ou de sítios eletrônicos 

dos fabricantes. As tabelas TACO (2006), USDA (2014) e IBGE (1996) foram 

utilizadas para atribuir valores de composição química a 44,3, 22,5 e 5,4% dos 

alimentos do banco, respectivamente.  

Para alimentos industrializados específicos, cuja composição de 

macronutrientes foi obtida de rótulos comerciais ou de referências da internet (15% 

do total de alimentos no banco), dados faltantes de micronutrientes foram imputados 

a partir de outros alimentos ou preparações similares descritos nas tabelas TACO e 

USDA. No total, valores zero de ferro total, vitamina C e cálcio foram assumidos para 

apenas 59 itens alimentares (5,3%) do banco. 

 O conteúdo de ferro heme, fitato e polifenóis dos alimentos foi obtido de 

publicações nacionais e internacionais, referenciadas nas Figuras 1, 2 e 3, 
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respectivamente. Esses valores foram inseridos no sistema Nutriquanti como 

variáveis de composição química de alimentos adicionais àquelas presentes nas 

tabelas acima referenciadas. 

O conteúdo de ferro heme de carnes foi calculado a partir de valores 

específicos de porcentagem do ferro total do alimento estimados para carnes de 

diferentes procedências após processamento por calor úmido ou seco. Foram 

selecionadas as referências que utilizaram o método de determinação de ferro heme 

descrito por Hornsey (1956) e modificado por Carpenter & Clark (1995) 

(SCHONFELDT & HALL, 2011; MISTURA, 2006; KONGKACHUICHAI, 

NAPATTHALUNG & CHAROENSIRI, 2002; HALBERG & HULTHEN, 2000). Como 

ilustrado na Figura 1, a maior parte dos alimentos do grupo “Carnes e ovos” teve 

valores de ferro heme estimado. 

 
Figura 1. Ferro heme em 754 itens distribuídos em nove grupos de 
alimentos. 

 

Fitato (inositol hexafosfato) é um composto utilizado por plantas para 

armazenamento de fósforo. Como ilustrado na Figura 2, todos os alimentos dos 

grupos “Cereais raízes e tubérculos” e “Leguminosas e Oleaginosas”, bem como a 

maioria daqueles dos grupos “Hortaliças” e “Frutas”, que são alimentos de origem 

vegetal, tiveram valores de fitato estimados e inseridos no sistema Nutriquanti. As 

referências utilizadas foram as que utilizaram o método de resina de troca iônica 

para determinação de fitato, recomendado pela AOAC (Association of Official 

Analytical Chemists), ou métodos adaptados deste (HALBERG & HULTHEN, 2000; 
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HARLAND & OBERLEAS, 1993; MARFO & OKE, 1988 apud FAO, 1990). As 

determinações expressam o conteúdo de inositol fosfato nos alimentos, incluindo 

compostos contendo menos de seis grupos fosfatos ligados à molécula de inositol. 

Visto que o grau de ligação do inositol fosfato com o ferro é relacionado com o seu 

número de grupamentos fostato, valores de inositol fosfato foram expressos como 

equivalente de inositol hexafosfato pelo fator de conversão (HALBERG & HULTHEN, 

2000): 

1 mg de inositol fosfato = 5,56 µmol de ácido fítico = 3,53 mg de fitato 

Grupamentos galoil presentes na estrutura de compostos polifenólicos (ácido 

gálico, ácido tânico, ácido clorogênico, entre outros) são apontados como os 

responsáveis por suas capacidades de ligar e precipitar íons ferro. O conteúdo de 

polifenóis ligantes de ferro nos alimentos, determinado por método 

espectrofotométrico desenvolvido por Brune, Hallberg & Skanberg, 1991, foi 

imputado para algumas bebidas, condimentos, frutas e hortaliças do banco (Figura 

3) (HALBERG & HULTHEN, 2000). Os valores foram expressos como equivalentes 

de ácido tânico. 

 

 

 
Figura 2. Fitato em 754 itens distribuídos em nove grupos de alimentos. 
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Figura 3. Polifenóis em 754 itens distribuídos em nove grupos de 
alimentos. 

 

O conteúdo de ferro derivado da fortificação mandatórios de farinhas de trigo 

e milho em alimentos foi calculado a partir do conteúdo destas farinhas em biscoitos, 

massas, pães, bolos, cereais matinais e salgadinhos. Utilizou-se, para isto, fichas 

técnicas de preparações caseiras (FISBERG & VILLAR, 2002; PINHEIRO et al., 

2000; ARAÚJO & GUERRA, 1995). Os mesmos valores obtidos para as preparações 

caseiras foram assumidos para as versões industrializadas dos alimentos. Alimentos 

contendo farinha de trigo e cujas composições químicas foram derivadas da tabela 

USDA tiveram valor de ferro total corrigido pela diferença na dosagem da fortificação 

mandatório com ferro entre o Brasil (0,042 mg de ferro fortificante por grama) e os 

Estados Unidos (0,044 mg de ferro fortificante por grama).  As farinhas de bijú, 

flocão e farinha de trigo integral não foram consideradas fontes de ferro fortificante, 

como previsto na legislação (BRASIL, 2002). 

Assim como para as farinhas, o conteúdo de carnes, ovos e proteína de soja 

dos alimentos foi estimado a partir de fichas técnicas de preparação. O conteúdo de 

carnes foi expresso como gramas de tecido cru para atender a exigência dos 

algoritmos de estimativa de biodisponibilidade de bioacessibilidade do ferro 

(HALBERG & HULTHEN, 2000; RICKARD et al., 2009). Para converter o peso de 

carnes preparadas em equivalentes de tecido cru, foi adotado o fator de conversão 

proposto por Monsen & Balintfy (1982): 

1 g de carne preparada (cozida, frita ou grelhada) = 1,3 g de tecido cru 
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APÊNDICE 8 – QUESTIONÁRIO DE CARACTERIZAÇÃO DE PERDAS OU 
REPOSIÇÃO DE SANGUE, MUDANÇAS ALIMENTARES E HISTÓRIA 

OBSTÉTRICO-GINECOLÓGICA (ESTUDO 2) 

 

HISTÓRICO DE PERDAS OU REPOSIÇÂO DE SANGUE 

 

1. Nos últimos 2 anos, você doou sangue alguma vez?                       (1) SIM          (0) NÃO 

1.1. Quantas vezes você já doou sangue?  (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) três  

(4) quatro (5) cinco ou + 

1.1.1. Quanto tempo faz desde a sua última doação de sangue?________________ 

  

2. Nos últimos 2 anos, você recebeu transfusão de sangue alguma vez? (1) SIM          (0) NÃO 

2.1. Quantas transfusões você já recebeu?  (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) três  

(4) quatro (5) cinco ou +  

2.1.1. Quanto tempo faz desde a última transfusão de sangue?_________________ 

 

3. Você já fez tratamento com quelante de ferro (Desferal / Exjade / Ferriprox)?(1) SIM   (0) NÃO 

3.1. Se alguma vez já fez este tratamento, há quanto tempo?__________________ 

 

4. Nos últimos 2 anos, você fez sangria alguma vez?                    (1) SIM          (0) NÃO 

 

4.1. Quantas vezes já fez sangria?       (0) Nenhuma (1) uma (2) duas (3) três (4) quatro (5) cinco ou +      

 

HISTÓRICO ALIMENTAR 

 

1. Nos últimos 6 meses, você fez mudanças nos seus hábitos alimentares? (1) SIM        (0) NÃO 

 

2. Alguma vez já foi orientado a fazer mudanças nos seus hábitos alimentares?(0) Não (1) Sim, 

motivo:_________________________________________________ 

 

3. Alguma vez, por conta própria, você faz mudanças nos seus hábitos alimentares? 

(0) Não    (1) Sim, para emagrecer (2) Sim, reduzir o consumo de carnes 

(3) Sim, para redução de sal  (5) Sim, para redução do colesterol (6) Sim, para ganho de peso            

(  ) Outro motivo:_________________________________________ 

3.1. Se sim, quanto tempo faz desde que mudou seus hábitos alimentares?_______________ 

 

5.2. Que classificação você dá para sua dieta atual: 

(1) Onívora (consumo produtos de origem animal e vegetal sem restrições) 

(2) Ovo-lacto-vegetariana (consumo leite e ovos, mas não consumo nenhum tipo de carne ou peixes) 

(3) Vegetariana estrita (não consumo nenhum produto de origem animal) 

(4) Outra:_________________________________________________________________________ 

 

(PARA MULHERES)  

HISTÓRICO OBSTÉTRICO-GINECOLÓGICO 

 

1. Você usa anticoncepcional oral / injetável / adesivos?               (1) SIM         (0) NÃO 

2.1. Se sim, qual?_____________________ Há quanto tempo?________________________ 

3. Você usa DIU?            (1) SIM         (0) NÃO 

4. Nos último ano, sua menstruação se manteve regular (ciclo de 28±7 dias)? (1) SIM     (0) NÃO 

 4.1 Se sim, quantos dias em média dura sua menstruação? 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) 
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 4.2 Durante o período da menstruação, o fluxo menstrual é mais intenso durante quantos 

dias? 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) 

5. Numa escala de 1 até 5, onde 1 corresponde a fluxo menstrual pouco intenso e 5 a fluxo 

menstrual muito intenso, que intensidade você atribui à sua menstruação?        

(1) (2) (3) (4) (5) 

6. Você já esteve alguma vez grávida? (0) Nunca (1) uma (2) duas (3) três (4) quatro (5) cinco ou + 

 6.1. Se sim, há quanto tempo?__________________________________________________ 

6.2. Se sim, quantos partos já teve? (0)Nenhum(1)um (2) dois (3) três (4) quatro(5) cinco ou + 

Se sim, que tipo de parto:             (0) Não se aplica    (1) Normal         (2) Cesária 

Tempo desde o último parto:_____________________________________________ 

Quanto tempo faz desde que parou de amamentar a última vez?________________ 
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APÊNDICE 9 – MATERIAL SUPLEMENETAR – ARTIGOS 1 E 2 

 

 

 

 
 

Figura suplementar 1. Fluxograma de seleção das mulheres para o estudo. 
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Tabela suplementar 1. Contribuição porcentual de grupos alimentares para o total de ferro, vitamina C, cálcio, fitato e polifenóis 
nas dietas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

 Contribuição (%)1 

Grupos de alimentos Ferro  
total 

Ferro 
heme 

Ferro  
não-heme 

Ferro de 
fortificação 

Vitamina 
C 

Cálcio Fitato  Polifenóis 

Cereais, raízes e tubérculos 47,9 10,7 50,5 91,4 10,6 26,6 59,3 4,1 

   Pães, massas e biscoitos 41,8 8,2 44,1 90,3 4,1 23,7 38,8 3,8 

   Arroz 2,0 0,8 2,1 0,1 0,3 0,7 11,9 0,1 

   Outros cereais 2,3 1,5 2,3 0,8 0,8 1,0 4,5 0,1 

   Raízes e tubérculos 1,8 - 1,9 0,2 5,4 1,2 4,0 - 

Frutas e Hortaliças 9,3 - 9,9 0,2 78,7 7,8 3,5 31,7 

   Frutas 4,3 - 4,6 0,1 65,4 3,7 1,7 30,2 

   Hortaliças 5,0 - 5,3 0,1 13,3 4,2 1,9 1,5 

Carnes e ovos 18,8 88,5 14,2 2,1 1,2 4,5 0,7 - 

   Carne de gado 9,3 57,0 6,0 0,4 0,6 0,6 0,2 - 

   Carne suína 0,8 4,2 0,6 - - 0,2 - - 

   Frango e aves 3,0 12,2 2,4 0,5 0,1 0,6 0,1 - 

   Pescados 2,0 5,3 1,8 0,7 0,3 1,3 0,2 - 

   Carnes processadas 2,4 9,8 1,9 0,6 0,2 1,0 0,1 - 

   Ovos 1,4 - 1,5 - - 0,8 - - 

Laticínios 3,6 - 3,8 0,3 1,8 47,5 0,6 3,8 

   Leite e iogurtes 2,7 - 2,8 0,2 1,8 30,5 0,5 3,8 

   Queijos e requeijões 0,9 - 1,0 0,1 - 17,0 - - 

Leguminosas e oleaginosas 10,5 - 11,2 0,1 0,5 3,2 28,9 3,8 

   Feijões e outras leguminosas 8,6 - 9,2 0,1 0,3 2,5 19,4 2,2 

   Oleaginosas 1,9 - 2,0 - 0,1 0,8 9,5 1,6 

Cafés e chás 0,2 - 0,3 - 0,6 0,7 - 30,8 

   Cafés 0,1 - 0,1 - - 0,3 - 22,3 

   Chás 0,1 - 0,2 - 0,6 0,3 - 8,5 

Bebidas alcoólicas 0,2 - 0,3 - 0,1 0,3 - 0,6 

Doces e bebidas açucaradas 8,5 - 9,1 5,7 5,8 8,8 6,8 24,0 
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Óleos e gorduras 0,1 - 0,2 - - 0,2 0,1 - 

Condimentos 0,7 - 0,7 0,4 0,7 0,2 0,2 1,1 

n = 127. Dados são porcentagens.1 Fração do nutriente derivada de cada grupo de alimentos em relação ao total consumido em 
todas as dietas avaliadas.  
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Tabela suplementar 2. Consumo médio observado de componentes dietéticos selecionados segundo refeições na dieta de 
mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Quantidade média de 
consumo total diário1  

Ferro  
não heme 

Ferro 
heme 

Tecido 
animal 

Vitamina C Cálcio Fitato Polifenóis 

mg mg g2 mg mg mg3 mg4 

Refeição 
   Café da manhã  
   Almoço  
   Jantar  
   Lanches 

 
1,84 
3,28 
2,89 
2,19 

 
0,01 
0,43 
0,23 
0,02 

 
3,90 

105,42 
54,90 
5,54 

 
31,80 
43,55 
23,95 
29,35 

 
247,00 
146,40 
207,34 
212,34 

 
39,17 
93,30 
73,47 
54,00 

 
73,20 
23,01 
19,70 

106,71 
 

Fração média do consumo  
total diário 

Ferro  
não heme 

Ferro 
heme 

Tecido 
animal 

Vitamina C Cálcio Fitato Polifenóis 

% % % % % % % 

Refeição 
   Café da manhã 
   Almoço 
   Jantar  
   Lanches 

 
18,0 
32,1 
28,4 
21,5 

 
0,8 

62,8 
33,0 
3,3 

 
2,3 

62,1 
32,3 
3,3 

 
24,7 
33,9 
18,6 
22,8 

 
32,6 
17,4 
24,7 
25,3 

 
15,1 
35,9 
28,3 
20,8 

 
32,9 
10,3 
8,8 

47,9 

n = 127. Dados são médias.  
1Calculado como o somatório de todas as dietas avaliadas, dividido pelo número de dias (n = 3) e indivíduos (n = 127) avaliados. 
2Peso de tecido cru (1g = 0,77g de tecido cozido). 3 Fitato-fósforo (1 mg =  3,53 mg de ácido fítico). 4 Equivalente de ácido tânico (1 
mg = 1,6 mg de ácido gálico ou ácido clorogênico). 
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Tabela suplementar 3. Características sóciodemográficas segundo quantis de consumo de ferro biodisponível (mg/dia) estimado 
com algoritmos baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço 
estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Quantil de consumo 
(mg/dia) 

Idade IMC CC Cor de pele1 Nível socioeconômico2,* 

anos kg/m2 cm 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 

Monsen et al. 1978 
   < Mediana   [0,5 – 1,2] 
   ≥ Mediana   [1,2 – 2,5] 

27,2 (5,2) 
27,6 (4,9) 

22,4 (2,4) 
21,7 (2,3) 

76,6 (6,8) 
74,6 (7,2) 

42 (66,7) 
53 (82,8) 

15 (23,8) 
9 (14,1) 

6 (9,5) 
2 (3,1) 

6 (9,7) 
9 (14,3) 

41 (66,1) 
45 (71,4) 

15 (24,2) 
9 (14,3) 

Valor de P  0,669 0,101 0,101 0,087 0,320 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,3] 
   Tercil 3        [1,3 – 2,5] 

27,0 (4,9) 
26,6 (5,4) 
28,8 (4,7) 

22,5 (2,5) 
21,7 (2,3) 
21,9 (2,4) 

77,4 (7,0) 
74,4 (6,9) 
75,0 (7,1) 

30 (69,8) 
31 (73,8) 
34 (81,0) 

9 (20,9) 
9 (21,4) 
6 (14,3) 

4 (9,3) 
2 (4,8) 
2 (4,8) 

2 (4,8) 
7 (17,1) 
6 (14,3) 

29 (69,0) 
26 (63,4) 
31 (73,8) 

11 (26,2) 
8 (19,5) 
5 (11,9) 

Valor de P 0,099 0,248 0,124 0,738 0,243 
 
Hallberg & Hulthén. 2000 
  < Mediana [0,5 – 1,2] 
  ≥ Mediana [1,3 – 2,9] 

27,3 (5,1) 
27,6 (5,0) 

22,5 (2,4) 
21,6 (2,3) 

77,0 (6,8) 
74,2 (7,1) 

44 (69,8) 
51 (79,7) 

15 (23,8) 
9 (14,1) 

4 (6,2) 
4 (6,2) 

3 (4,9) 
12 (18,8) 

46 (75,4) 
40 (62,5) 

12 (19,7) 
12 (18,8) 

Valor de P 0,747 0,032 0,024 0,363 0,056 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,2 – 1,4] 
   Tercil 3        [1,4 – 2,9] 

27,7 (4,9) 
26,6 (5,0) 
28,0 (5,2) 

22,8 (2,4) 
21,8 (2,2) 
21,5 (2,5) 

77,8 (6,6) 
74,7 (7,2) 
74,3 (7,1) 

29 (67,4) 
33 (78,6) 
33 (78,6) 

11 (25,6) 
6 (14,3) 
7 (16,7) 

3 (7,0) 
3 (7,1) 
2 (4,8) 

3 (7,3) 
3 (7,1) 

9 (21,4) 

29 (70,7) 
29 (69,0) 
28 (66,7) 

9 (22,0) 
10 (23,8) 
5 (11,9) 

Valor de P 0,751 0,012 0,020 0,686 0,163 
 
Reddy et al. 2000 
   < Mediana   [0,5 – 1,3] 
   ≥ Mediana   [1,3 – 3,1] 

27,4 (5,1) 
27,5 (5,0) 

22,3 (2,5) 
21,9 (2,3) 

76,1 (6,8) 
75,1 (7,4) 

47 (74,6) 
48 (75,0) 

11 (17,5) 
13 (20,3) 

5 (7,9) 
3 (4,7) 

6 (9,7) 
9 (14,3) 

42 (67,7) 
44 (69,8) 

14 (22,6) 
10 (15,9) 

Valor de P 0,854 0,331 0,437 0,714 0,521 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 28,1 (4,7) 22,8 (2,4) 77,9 (6,4) 28 (68,3) 9 (22,0) 4 (9,8) 4 (10,0) 28 (70,0) 8 (20,0) 
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   Tercil 2        [1,1 – 1,5] 
   Tercil 3       [1,6 – 3,1] 

25,9 (5,0) 
28,3 (5,2) 

21,7 (2,3) 
21,8 (2,4) 

74,2 (7,0) 
74,8 (7,3) 

34 (79,1) 
33 (76,7) 

7 (16,3) 
8 (18,6) 

2 (4,7) 
2 (4,7) 

2 (4,8) 
9 (20,9) 

30 (71,4) 
28 (65,1) 

10 (23,8) 
6 (14,0) 

Valor de P 0,852 0,071 0,041 0,760 0,195 
 

Armah et al. 2013 
   < Mediana   [0,5 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,5] 

26,8 (5,0) 
28,0 (5,1) 

22,2 (2,4) 
21,9 (2,4) 

76,1 (6,8) 
75,1 (7,4) 

44 (67,7) 
51 (82,3) 

17 (26,2) 
7 (11,3) 

4 (6,2) 
4 (6,5) 

8 (12,7) 
7 (11,3) 

42 (66,7) 
44 (71,0) 

13 (20,6) 
11 (17,7) 

Valor de P 0,183 0,384 0,434 0,093 0,873 
   Tercil 1        [0,5 – 0,9] 
   Tercil 2        [0,9 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,5] 

26,8 (5,0) 
27,3 (5,0) 
28,1 (5,1) 

22,1 (2,3) 
22,4 (2,7) 
21,7 (2,1) 

75,8 (6,7) 
76,7 (8,3) 
74,4 (6,0) 

25 (61,0) 
36 (81.8) 
34 (81,0) 

12 (29,3) 
6 (13,6) 
6 (14,3) 

4 (9,8) 
2 (4,5) 
2 (4,8) 

5 (12,8) 
5 (11,4) 
5 (11,9) 

24 (61,5) 
30 (68,2) 
32 (76,2) 

10 (25,6) 
9 (20,5) 
5 (11,9) 

Valor de P 0,241 0,482 0,362 0,206 0,607 
 

Collings et al. 2013 
   < Mediana   [0,6 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,4] 

27,3 (5,1) 
27,6 (5,0) 

22,2 (2,4) 
21,9 (2,4) 

76,0 (7,2) 
75,3 (7,0) 

47 (73,4) 
48 (76,2) 

14 (21,9) 
10 (15,9) 

3 (4,7) 
5 (7,9) 

6 (9,7) 
9 (14,3) 

43 (69,4) 
43 (68,3) 

13 (21,0) 
11 (17,5) 

Valor de P 0,762 0,451 0,584 0,555 0,684 
   Tercil 1        [0,6 – 0,8] 
   Tercil 2        [0,8 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,4] 

27,1 (5,4) 
27,0 (4,9) 
28,2 (4,9) 

22,5 (2,6) 
21,7 (2,2) 
22,1 (2,4) 

76,8 (7,6) 
75,0 (6,4) 
75,1 (7,2) 

30 (73.2) 
32 (72,7) 
33 (78,6) 

9 (22,0) 
9 (20,5) 
6 (14,3) 

2 (4,9) 
3 (6,8) 
3 (7,1) 

4 (10,0) 
4 (9,3) 

7 (16,7) 

26 (65,0) 
32 (74,4) 
28 (66,7) 

10 (25,0) 
7 (16,3) 
7 (16,7) 

Valor de P 0,298 0,425 0,268 0,896 0,645 

n = 127. Dados são média (desvio padrão) ou contagem absoluta (porcentagem). 
1 Categorias são: 1 – branca; 2 – parda ou negra; 3 – amarela. 2 Categorias são: 1 – Classe A; 2 – Classe B; 3 – Classe C  ou D. 
* Dado indisponível para duas voluntárias. 
Comparações s entre quantis de consumo foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com contraste polinomial para tendência linear 
(variáveis contínuas) ou por teste de Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou exato de Fisher para frequências (variáveis categóricas). 
IMC: Índice de massa corporal; CC: circunferência da cintura;  
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Tabela suplementar 4. Características de estilo de vida e do fluxo menstrual segundo quantis de consumo de ferro biodisponível 
(mg/dia) estimado com algoritmos baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em 
balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Quantil de consumo 
(mg/dia) 

Vegetarianismo Nível de atividade física1 Anticoncepcional Escore de fluxo menstrual2 

n (%) 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 
n (%) 

1 
n (%) 

2 
n (%) 

3 
n (%) 

Monsen et al. 1978  
   < Mediana  [0,5 – 1,2] 
   ≥ Mediana   [1,2 – 2,5] 

11 (17,5) 
7 (10,9) 

24 (38,1) 
25 (39,1) 

33 (52,4) 
29 (45,3) 

6 (9,5) 
10 (15,6) 

36 (57,1) 
39 (60,9) 

25 (39,7) 
19 (29,7) 

16 (25,4) 
23 (35,9) 

22 (34,9) 
22 (34,4) 

Valor de P 0,292 0,530 0,664 0,356 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,3] 
   Tercil 3        [1,3 – 2,5] 

7 (16,3) 
8 (19,0) 
3 (7,1) 

21 (48,8) 
15 (35,7) 
13 (31,0) 

18 (41,9) 
22 (52,4) 
22 (52,4) 

4 (9,3) 
5 (11,9) 
7 (16,7) 

23 (53,5) 
22 (52,4) 
30 (71,4) 

15 (34,9) 
18 (42,9) 
11 (26,2) 

12 (27,9) 
12 (28,6) 
15 (35,7) 

16 (37,2) 
12 (28,6) 
16 (28,1) 

Valor de P 0,261 0,481 0,136 0,579 
 
Hallberg & Hulthén. 2000 
  < Mediana [0,5 – 1,2] 
  ≥ Mediana [1,3 – 2,9] 

16 (25,4) 
2 (3,1) 

29 (46,0) 
20 (31,2) 

28 (44,4) 
34 (53,1) 

6 (9,5) 
10 (15,6) 

33 (52,4) 
42 (65,6) 

25 (39,7) 
19 (29,7) 

17 (27,0) 
22 (34,4) 

21 (33,3) 
23 (35,9) 

Valor de P <0,001 0,199 0,129 0,462 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,2 – 1,4] 
   Tercil 3        [1,4 – 2,9] 

13 (30,2) 
5 (11,9) 
0 (0,0) 

19 (44,2) 
17 (40,5) 
13 (31,0) 

21 (48,8) 
19 (45,2) 
22 (52,4) 

3 (7,0) 
6 (14,3) 
7 (16,7) 

25 (58,1) 
21 (50,0) 
29 (69,0) 

17 (39,5) 
17 (40,5) 
10 (23,8) 

13 (30,2) 
10 (23,8) 
16 (38,1) 

13 (30,2) 
15 (35,7) 
16 (38,1) 

Valor de P <0,001 0,563 0,202 0,415 
 
Reddy et al. 2000 
   < Mediana  [0,5 – 1,3] 
   ≥ Mediana   [1,3 – 3,1] 

17 (27,0) 
1 (1,6) 

24 (38,1) 
25 (39,1) 

31 (29,2) 
31 (48,4) 

8 (12,7) 
8 (12,5) 

35 (55,6) 
40 (62,5) 

26 (41,3) 
18 (28,1) 

18 (28,6) 
21 (32,8) 

19 (30,2) 
25 (39,1) 

Valor de P <0,001 0,994 0,426 0,287 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,5] 
   Tercil 3        [1,6 – 3,1] 

13 (31,7) 
5 (11,6) 
0 (0,0) 

14 (34,1) 
23 (53,5) 
12 (27,9) 

21 (51,2) 
16 (37,2) 
25 (58,1) 

6 (14,6) 
4 (9,3) 

6 (14,0) 

24 (58,5) 
24 (55,8) 
27 (62,8) 

20 (48,8) 
12 (27,9) 
12 (27,9) 

12 (29,3) 
14 (32,6) 
13 (30,2) 

9 (22,0) 
17 (39,5) 
18 (41,9) 
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Valor de P <0,001 0,163 0,803 0,170 
 

Armah et al. 2013 
   < Mediana  [0,5 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,5] 

8 (12,3) 
10 (16,1) 

28 (43,1) 
21 (33,9) 

33 (50,8) 
29 (46,8) 

4 (6,2) 
12 (19,4) 

37 (56,9) 
38 (61,3) 

24 (36,9) 
20 (32,3) 

18 (27,7) 
21 (33,9) 

23 (35,3) 
21 (33,9) 

Valor de P 0,537 0,075 0,617 0,735 
   Tercil 1        [0,5 – 0,9] 
   Tercil 2        [0,9 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,5] 

4 (9,8) 
10 (22,7) 

4 (9,5) 

18 (43,9) 
17 (38,6) 
14 (33,3) 

21 (51,2) 
20 (45,5) 
21 (50,0) 

2 (4,9) 
7 (15,9) 
7 (16,7) 

23 (56,1) 
22 (50,0) 
30 (71,4) 

16 (39,0) 
15 (34,1) 
13 (31,0) 

13 (31,7) 
12 (27,3) 
14 (33,3) 

12 (29,3) 
17 (38,6) 
15 (35,7) 

Valor de P 0,132 0,457 0,117 0,873 
 

Collings et al. 2013 
   < Mediana  [0,6 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,4] 

17 (26,6) 
1 (1,6) 

23 (35,9) 
26 (41,3) 

35 (54,7) 
27 (42,9) 

6 (9,4) 
10 (15,9) 

35 (54,7) 
40 (63,5) 

25 (39,1) 
19 (30,2) 

18 (28,1) 
21 (33,3) 

21 (32,8) 
23 (36,5) 

Valor de P <0,001 0,332 0,3013 0,568 
   Tercil 1        [0,6 – 0,8] 
   Tercil 2        [0,8 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,4] 

12 (29,3) 
5 (34,6) 
1 (2,4) 

18 (43,9) 
18 (40,9) 
13 (31,0) 

19 (46,3) 
23 (52,3) 
20 (47,6) 

4 (9,8) 
3 (6,8) 

9 (21,4) 

20 (48,8) 
25 (56,8) 
30 (71,4) 

18 (43,9) 
12 (27,3) 
14 (33,3) 

9 (22,0) 
15 (34,1) 
15 (35,7) 

14 (34,1) 
17 (38,6) 
13 (31,0) 

Valor de P 0,002 0,268 0,103 0,459 

 n = 127. Dados são contagem absoluta (porcentagem). 
1 Categorias são: 1 – Insuficientemente ativa; 2 – Ativa; 3 – Muito ativo. 2 Categorias são: 1 – Baixo (≤ 13 unidades); 2 – Médio (14-
21 unidades); 3 – Alto (≥ 22 unidades). 
Comparações entre quantis de consumo foram feitas por teste Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou exato de Fisher. 
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Tabela suplementar 5. Características hematológicas e bioquímicas segundo quantis de consumo de ferro biodisponível (mg/dia) 
estimado com algoritmos baseados em refeições ou dietas completas de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço 
estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Quantil de consumo 
(mg/dia) 

Hemoglobina 
Saturação da 
transferrina 

AGP PCR-us Inflamação1 

g/dL % mg/dL mg/L n (%) 

Monsen et al. 1978 
   < Mediana   [0,5 – 1,2] 
   ≥ Mediana   [1,2 – 2,5] 

13,4 (0,9) 
13,4 (0,8) 

29,3 (10,2) 
30,5 (12,4) 

68,4 (17,0) 
64,6 (18,7) 

1,5 (1,1; 2,0) 
0,8 (0,6; 1,0) 

11 (17,5) 
6 (9,4) 

Valor de P  0,760 0,547 0,227 0,002 0,181 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,3] 
   Tercil 3        [1,3 – 2,5] 

13,4 (0,8) 
13,3 (1,0) 
13,4 (0,7) 

28,9 (10,2) 
30,6 (12,2) 
30,3 (11,8) 

68,2 (17,9) 
65,9 (17,2) 
65,3 (18,8) 

1,5 (1,0; 2,1) 
0,9 (0,6; 1,3) 
1,0 (0,7; 1,4) 

7 (16,3) 
7 (16,7) 
3 (7,1) 

Valor de P 0,980 0,589 0,466 0,153 0,348 
 
Hallberg & Hulthén. 2000 
  < Mediana [0,5 – 1,2] 
  ≥ Mediana [1,3 – 2,9] 

13,4 (0,9) 
13,4 (0,8) 

27,7 (9,2) 
32,1 (12,8) 

67,9 (16,8) 
65,1 (18,9) 

1,1 (0,9; 1,5) 
1,0 (0,7; 1,4) 

8 (12,7) 
9 (14,1) 

Valor de P 0,602 0,029 0,384 0,568 0,821 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,2 – 1,4] 
   Tercil 3        [1,4 – 2,9] 

13,2 (0,9) 
13,5 (0,9) 
13,4 (0,7) 

27,5 (8,9) 
29,5 (12,1) 
32,7 (12,5) 

68,8 (17,5) 
67,3 (15,9) 
63,3 (20,0) 

1,2 (0,8; 1,8) 
1,2 (0,8; 1,9) 
0,8 (0,6; 1,1) 

7 (16,3) 
7 (16,7) 
3 (7,1) 

Valor de P 0,322 0,035 0,160 0,141 0,348 
 
Reddy et al. 2000 
   < Mediana   [0,5 – 1,3] 
   ≥ Mediana   [1,3 – 3,1] 

13,3 (0,8) 
13,5 (0,8) 

29,2 (10,6) 
30,6 (12,1) 

67,8 (17,4) 
65,2 (18,4) 

1,2 (0,9; 1,7) 
0,9 (0,7; 1,3) 

9 (14,3) 
8 (12,5) 

Valor de P 0,413 0,518 0,411 0,208 0,768 
   Tercil 1        [0,5 – 1,1] 
   Tercil 2        [1,1 – 1,5] 

13,4 (0,8) 
13,2 (0,9) 

27,1 (9,9) 
30,6 (11,1) 

69,3 (18,7) 
64,8 (14,7) 

1,3 (0,9; 1,9) 
1,2 (0,9; 1,7) 

6 (14,6) 
7 (16,3) 
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   Tercil 3       [1,6 – 3,1] 13,5 (0,8) 31,9 (12,6) 65,5 (20,0) 0,9 (0,6; 1,2) 4 (9,3) 
Valor de P 0,550 0,051 0,339 0,147 0,611 

 
Armah et al. 2013 
   < Mediana   [0,5 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,5] 

13,3 (0,8) 
13,4 (0,9) 

30,4 (10,2) 
29,4 (12,5) 

67,8 (18,0) 
65,1 (17,9) 

1,3 (0,9; 1,7) 
0,9 (0,7; 1,2) 

12 (18,5) 
5 (8,1) 

Valor de P 0,521 0,627 0,411 0,134 0,085 
   Tercil 1        [0,5 – 0,9] 
   Tercil 2        [0,9 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,5] 

13,3 (0,8) 
13,3 (0,8) 
13,5 (0,8) 

29,3 (8,9) 
30,8 (12,5) 
29,6 (12,5) 

66,5 (19,6) 
69,1 (14,9) 
63,7 (18,9) 

1,3 (0,9; 1,9) 
1,0 (0,7; 1,4) 
1,0 (0,7; 1,5) 

8 (19,5) 
5 (11,4) 
4 (9,5) 

Valor de P 0,382 0,917 0,467 0,448 0,364 
 

Collings et al. 2013 
   < Mediana   [0,6 – 0,9] 
   ≥ Mediana   [0,9 – 1,4] 

13,3 (0,9) 
13,5 (0,8) 

28,4 (10,3) 
31,4 (12,2) 

66,6 (17,0) 
66,4 (18,9) 

1,2 (0,9; 1,7) 
1,0 (0,7; 1,3) 

11 (17,2) 
6 (9,5) 

Valor de P 0,108 0,138 0,939 0,239 0,205 
   Tercil 1        [0,6 – 0,8] 
   Tercil 2        [0,8 – 1,0] 
   Tercil 3        [1,0 – 1,4] 

13,2 (0,9) 
12,4 (0,8) 
13,5 (0,8) 

27,4 (10,0) 
32,2 (11,2) 
29,9 (12,4) 

67,1 (16,7) 
67,5 (17,8) 
64,8 (19,4) 

1,1 (0,8; 1,7) 
1,1 (0,8; 1,6) 
1,0 (0,7; 1,4) 

7 (17,1) 
6 (13,6) 
4 (9,5) 

Valor de P 0,097 0,319 0,547 0,547 0,599 

n = 127. Dados são média (desvio padrão) ou contagem absoluta (porcentagem). 
1 Definida como concentrações séricas aumentadas de PCR-us (> 5 mg/L) e/ou AGP (> 100 mg/dL). 
Comparações s entre quantis de consumo foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com contraste polinomial para tendência 
linear (variáveis contínuas) ou por teste de Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou exato de Fisher para frequências (variáveis 
categóricas). 
AGP: Alfa1-glicoproteína ácida; PCR-us: Proteína C reativa ultrassensível. 
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Tabela suplementar 6. Características dietéticas segundo genótipos TMPRSS6 e HFE entre mulheres adultas aparentemente 
saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Genótipos 
Energia total Ferro total Ferro heme 

Ferro 
biodisponível1 

Nível de ferro biodisponível1 

kcal/dia mg/dia mg/dia mg/dia 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 

TMPRSS6 rs855791 
   GG                    
   AG                    
   AA                    

2015,5 (476,5) 
2011,6 (402,3) 
2100,4 (444,8) 

10,9 (2,2) 
10,8 (2,1) 
10,9 (2,5) 

0,7 (0,5) 
0,7 (0,4) 
0,7 (0,4) 

1,3 (0,5) 
1,3 (0,4) 
1,2 (0,3) 

14 (31,8) 
19 (34,5) 
10 (35,7) 

15 (34,1) 
16 (29,1) 
11 (39,3) 

15 (34,1) 
20 (36,4) 
7 (25,0) 

Valor de P  0,650 0,979 0,692 0,781 0,837 
   GG                    
   AA + AG            

2015,5 (476,5) 
2041,5 (416,5) 

10,9 (2,2) 
10,9 (2,2) 

0,7 (0,5) 
0,7 (0,4) 

1,3 (0,5) 
1,3 (0,4) 

14 (31,8) 
29 (34,9) 

15 (34,1) 
27 (32,5) 

15 (34,1) 
27 (32,5) 

Valor de P 0,750 0,937 0,401 0,632 0,939 
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 
   GA 
   GG 

2009,6 (503,2) 
2038,7 (389,1) 
2048,6 (444,7) 

10,8 (2,4) 
10,9 (2,1) 
10,9 (2,4) 

0,7 (0,4) 
0,7 (0,4) 
0,6 (0,4) 

1,3 (0,5) 
1,3 (0,4) 
1,2 (0,4) 

12 (31,6) 
17 (29,8) 
14 (43,8) 

14 (36,8) 
17 (29,8) 
11 (34,4) 

12 (31,6) 
23 (40,4) 
23 (21,9) 

Valor de P 0,924 0,998 0,326 0,217 0,438 
   AA 
   GG + GA 

2009,6 (503,2) 
2042,3 (407,5) 

10,8 (2,4) 
10,9 (2,2) 

0,7 (0,4) 
0,7 (0,4) 

1,3 (0,5) 
1,3 (0,4) 

12 (31,6) 
31 (34,8) 

14 (36,8) 
28 (31,5) 

12 (31,6) 
30 (33,7) 

Valor de P 0,701 0,968 0,459 0,799 0,838 
HFE rs1799945 
   CC 
   GG + GC 

2022,9 (458,2) 
2058,6 (375,8) 

11,0 (2,4) 
10,5 (1,7) 

0,7 (0,4) 
0,7 (0,4) 

1,3 (0,4) 
1,3 (0,4) 

30 (32,3) 
13 (38,2) 

31 (33,3) 
11 (32,4) 

32 (34,4) 
10 (29,4) 

Valor de P 0,686 0,245 0,719 0,795 0,795 

n = 127. Dados são média aritmética (DP) ou contagem absoluta (%). 
1Estimativa de consumo diário (Hallberg & Hulthen, 2000) ajustada pela energia total da dieta e classificada segundo distribuição na 
amostra: tercil 1, ≤ 1,1 mg/dia; tercil 2, 1,2-1,4 mg/dia; tercil 3, > 1,4 mg/dia. 
Comparações s entre genótipos foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com post hoc de Tukey (variáveis contínuas) ou por teste 
de Qui-quadrado ou Likelihood Ratio para frequências (variáveis categóricas). 
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 Tabela suplementar 7. Características sociodemográficas segundo genótipos TMPRSS6 e HFE entre mulheres adultas 
aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Genótipos 

Idade IMC CC Cor de pele1 Nível socioeconômico2,* 

anos kg/m2 cm 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 

TMPRSS6 rs855791 
   GG                    
   AG                    
   AA                    

27,8 (5,3) 
27,2 (5,0) 
27,3 (4,8) 

21,3 (2,6) 
22,0 (2,4) 
22,2 (2,2) 

74,9 (8,0) 
75,7 (6,5) 
76,7 (6,6) 

30 (68,2) 
43 (78,2) 
22 (78,6) 

13 (29,5) 
9 (16,4) 
2 (7,1) 

1 (2,3) 
3 (5,5) 

4 (14,3) 

7 (15,9) 
5 (9,3) 

3 (11,1) 

26 (59,1) 
40 (74,1) 
20 (74,1) 

11 (25,0) 
9 (16,7) 
4 (14,8) 

Valor de P  0,783 0,924 0,582 0,057 0,546 
   GG                    
   AA + AG            

27,8 (5,3) 
27,2 (4,9) 

21,3 (2,6) 
22,1 (2,3) 

74,9 (8,0) 
76,0 (6,5) 

30 (68,2) 
65 (78,3) 

13 (29,5) 
11 (13,3) 

1 (2,3) 
7 (8,4) 

7 (15,9) 
8 (9,9) 

26 (59,1) 
60 (74,1) 

11 (25,0) 
13 (16,0) 

Valor de P 0,488 0,781 0,384 0,046 0,225 
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 
   GA 
   GG 

27,8 (5,2) 
27,4 (5,3) 
27,1 (4,5) 

22,0 (2,4) 
21,7 (2,4) 
22,8 (2,3) 

74,4 (7,3) 
75,1 (6,8) 
78,0 (6,9) 

26 (68,4) 
44 (77,2) 
25 (78,1) 

11 (28,9) 
10 (17,5) 

3 (9,4) 

1 (2,6) 
3 (5,3) 

4 (12,5) 

7 (18,4) 
4 (7,1) 

4 (12,9) 

20 (52,6) 
43 (76,8) 
23 (74,2) 

11 (28,9) 
9 (16,1) 
4 (12,9) 

Valor de P 0,810 0,138 0,078 0,156 0,122 
   AA 
   GG + GA 

27,8 (5,2) 
27,3 (5,0) 

22,0 (2,4) 
22,1 (2,4) 

74,4 (7,3) 
76,2 (6,9) 

26 (68,4) 
69 (77,5) 

11 (28,9) 
13 (14,6) 

1 (2,6) 
7 (7,9) 

7 (18,4) 
8 (9,2) 

20 (52,6) 
66 (75,9) 

11 (28,9) 
13 (14,9) 

Valor de P 0,554 0,993 0,195 0,114 0,040 
HFE rs1799945 
   CC 
   GG + GC 

27,7 (5,1) 
26,7 (4,8) 

22,2 (2,4) 
21,7 (2,5) 

75,9 (7,2) 
74,7 (6,6) 

71 (76,3) 
24 (70,6) 

14 (15,1) 
10 (29,4) 

8 (6,6) 
0 (0,0) 

12 (12,9) 
3 (9,4) 

63 (67,7) 
23 (71,9) 

18 (19,4) 
6 (18,8) 

Valor de P 0,311 0,320 0,395 0,056 0,851 

n = 127. Dados são média aritmética (DP) ou contagem absoluta (%). 
1 Categorias são: 1 – branca; 2 – parda ou negra; 3 – amarela. 2 Categorias são: 1 – Classe A; 2 – Classe B; 3 – Classe C  ou D. 
* Dado indisponível para duas voluntárias. 
Comparações s entre genótipos foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com post hoc de Tukey (variáveis contínuas) ou por teste 
de Qui-quadrado ou Likelihood Ratio para frequências (variáveis categóricas). 
IMC: Índice de massa corporal; CC: circunferência da cintura;  
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Tabela suplementar 8. Características de estilo de vida e do fluxo menstrual segundo genótipos TMPRSS6 e HFE entre mulheres 
adultas aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Genótipos 
Vegetarianismo Nível de atividade física1 Anticoncepcional Escore de fluxo menstrual2 

n (%) 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 
n (%) 

1 
n (%) 

2 
n (%) 

3 
n (%) 

TMPRSS6 rs855791  
   GG                    
   AG                    
   AA                    

7 (15,9) 
8 (14,5) 
3 (10,7) 

17 (38,6) 
21 (38,2) 
11 (39,2) 

22 (50,0) 
28 (50,9) 
12 (42,9) 

5 (11,4) 
6 (10,9) 
5 (17,9) 

25 (56,8) 
34 (61,8) 
16 (57,1) 

14 (31,8) 
15 (27,3) 
15 (53,6) 

14 (31,8) 
19 (34,5) 
6 (21,4) 

16 (36,4) 
21 (38,2) 
7 (25,0) 

Valor de P  0,823 0,900 0,858 0,206 
   GG                    
   AA + AG            

7 (15,9) 
11 (13,3) 

17 (38,6) 
32 (38,6) 

22 (50,0) 
40 (48,2) 

5 (11,4) 
11 (13,3) 

25 (56,8) 
50 (60,2) 

14 (31,8) 
30 (36,1) 

14 (31,8) 
25 (30,1) 

16 (36,4) 
28 (33,7) 

Valor de P 0,790 0,951 0,710 0,887 
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 
   GA 
   GG 

5 (13,2) 
7 (12,3) 
6 (18,8) 

15 (39,5) 
20 (35,1) 
14 (43,8) 

18 (47,4) 
31 (54,4) 
13 (40,6) 

5 (13,2) 
6 (10,5) 
5 (15,6) 

21 (55,3) 
36 (63,2) 
18 (56,2) 

13 (32,2) 
16 (28,1) 
15 (46,9) 

11 (28,9) 
21 (36,8) 
7 (21,9) 

14 (36,8) 
20 (35,1) 
10 (31,2) 

Valor de P 0,687 0,797 0,695 0,433 
   AA 
   GG + GA 

5 (13,2) 
13 (14,6) 

15 (39,5) 
34 (38,2) 

18 (47,4) 
44 (49,4) 

5 (13,2) 
11 (12,4) 

21 (55,3) 
54 (60,7) 

13 (32,2) 
31 (34,8) 

11 (28,9) 
28 (31,5) 

14 (36,8) 
30 (33,7) 

Valor de P 1,000 0,976 0,694 0,936 
HFE rs1799945 
   CC 
   GG + GC 

15 (16,1) 
3 (8.8) 

36 (38,7) 
13 (38,2) 

44 (47,3) 
18 (52,9) 

13 (14,0) 
3 (8,8) 

55 (59,1) 
20 (58,8) 

29 (31,2) 
15 (44,1) 

31 (33,3) 
8 (23,5) 

33 (35,5) 
11 (32,4) 

Valor de P 0,395 0,709 1,000 0,358 

 n = 127. Dados são contagem absoluta (%). 
1 Categorias são: 1 – Insuficientemente ativa; 2 – Ativa; 3 – Muito ativo. 2 Escore expresso como unidades arbitrárias (UA) e 
classificado segundo distribuição na amostra (Heath et al. 1999): baixo (tercil 1), ≤ 13 UA; médio (tercil 2), 14-21 UA; alto (tercil 3), 
≥ 22 UA. Comparações entre genótipos foram feitas por teste Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou Exato de Fisher. 
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Tabela suplementar 9. Características bioquímicas segundo genótipos TMPRSS6 e HFE entre mulheres adultas aparentemente 
saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Genótipos Ferro sérico CTLF AGP PCR-us Inflamação1 

µg/dL µg/dL mg/dL mg/L n (%) 

TMPRSS6 rs855791 
   GG                    
   AG                    
   AA                    

108,4 (37,5) 
96,2 (35,4) 
96,0 (35,9) 

335,6 (50,8) 
349,5 (55,9) 
342,0 (41,3) 

66,7 (18,0) 
66,8 (16,8) 
65,4 (20,2) 

1,0 (0,7; 1,5) 
1,2 (0,9; 1,7) 
0,9 (0,6; 1,4) 

4 (9,1) 
10 (18,2) 
3 (10,7) 

Valor de P  0,201 0,405 0,939 0,512 0,375 
   GG                    
   AA + AG            

108,4 (37,5) 
96,2 (35,4) 

335,6 (50,8) 
347,0 (51,3) 

66,7 (18,0) 
66,4 (17,9) 

1,0 (0,7; 1,5) 
1,1 (0,9; 1,4) 

4 (9,1) 
13 (15,7) 

Valor de P 0,073 0,234 0,921 0,584 0,414 
TMPRSS6 rs4820268 
   AA 
   GA 
   GG 

107,3 (41,8) 
97,4 (34,5) 
97,5 (32,7) 

341,2 (54,1) 
347,0 (55,6) 
338,2 (39,2) 

67,6 (17,3) 
65,3 (17,5) 
67,0 (19,6) 

1,1 (0,7; 1,7) 
1,1 (0,8; 1,5) 
1,0 (0,6; 1,5) 

5 (13,2) 
8 (14,0) 
4 (12,5) 

Valor de P 0,385 0,719 0,832 0,843 0,978 
   AA 
   GG + GA 

107,3 (41,8) 
97,5 (33,7) 

341,2 (54,1) 
343,8 (50,3) 

67,6 (17,3) 
66,0 (18,2) 

1,1 (0,7; 1,7) 
1,1 (0,8; 1,4) 

5 (13,2) 
12 (13,5) 

Valor de P 0,166 0,789 0,648 0,912 1,000 
HFE rs1799945 
   CC 
   GG + GC 

97,3 (35,2) 
108,9 (38,8) 

346,4 (51,2) 
333,9 (51,1) 

67,6 (18,1) 
63,4 (17,2) 

1,1 (0,8; 1,4) 
1,1 (0,8; 1,7) 

12 (12,9) 
5 (14,7) 

Valor de P 0,113 0,224 0,243 0,795 0,774 

n = 127. Dados são média geométrica (IC de 95%), média aritmética (DP), ou contagem absoluta (%). 
1 Definida como concentrações séricas aumentadas de PCR-us (> 5 mg/L) e/ou AGP (> 100 mg/dL). 
Comparações s entre genótipos foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com post hoc de Tukey (variáveis contínuas) ou por 
teste de Qui-quadrado, Likelihood Ratio ou Exato de Fischer para frequências (variáveis categóricas). 
CTLF: Capacidade Total de Ligação do Ferro; AGP: Alfa1-glicoproteína ácida; PCR-us: Proteína C reativa ultrassensível. 
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Tabela suplementar 10. Características hematológicas segundo genótipos TMPRSS6 e HFE entre mulheres adultas 
aparentemente saudáveis e em balanço estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016. 

Genótipos 

Contagem 
de 

reticulócitos 
Hematócrito 

Contagem de 
eritrócitos 

VCM HCM CHCM 

x109/L % x106/mm3 fL pg d/dL 

TMPRSS6 rs855791  
   GG                    
   AG                    
   AA                    

49 (18) 
49 (16) 
51 (23) 

41,4 (2,2) 
41,0 (2,1) 
41,1 (2,2) 

4,6 (0,3) 
4,6 (0,3) 
4,7 (0,3) 

88,8 (4,4) 
87,9 (4,3) 
88,2 (4,0) 

28,9 (1,5) 
28,5 (1,6) 
28,6 (1,5) 

32,6 (0,9) 
32,4 (0,8) 
32,4 (0,8) 

Valor de P  0,805 0,687 0,962 0,572 0,327 0,402 
   GG                    
   AA + AG            

49 (18) 
49 (18) 

41,4 (2,2) 
41,0 (2,2) 

4,6 (0,3) 
4,6 (0,3) 

88,8 (4,4) 
88,0 (4,1) 

28,9 (1,5) 
28,6 (1,5) 

32,6 (0,9) 
32,4 (0,8) 

Valor de P 0,893 0,413 0,888 0,307 0,138 0,176 
TMPRSS6 rs4820268  
   AA 
   GA 
   GG 

49 (17) 
46 (14) 
56 (23) 

41,2 (2,4) 
41,2 (2,0) 
41,0 (2,3) 

4,7 (0,3) 
4,6 (0,3) 
4,6 (0,3) 

87,8 (4,6) 
88,3 (4,1) 
88,9 (4,1) 

28,5 (1,6) 
28,6 (1,5) 
29,0 (1,5) 

32,5 (1,0) 
32,4 (0,8) 
29,0 (1,5) 

Valor de P 0,064 0,920 0,525 0,541 0,343 0,456 
   AA 
   GG + GA 

49 (17) 
50 (18) 

41,2 (2,4) 
41,1 (2,1) 

4,7 (0,3) 
4,6 (0,3) 

87,8 (4,6) 
88,5(4,1) 

28,5 (1,6) 
28,8 (1,5) 

32,5 (1,0) 
32,5 (0,8) 

Valor de P 0,763 0,794 0,298 0,380 0,396 0,984 
HFE rs1799945  
   CC 
   GG + GC 

48 (16) 
52 (22) 

41,2 (2,0) 
40,9 (2,5) 

4,7 (0,3) 
4,6 (0,4) 

88,3 (4,2) 
88,3 (4,5) 

28,6 (1,5) 
28,8 (1,6) 

32,4 (0,8) 
32,7 (1,0) 

Valor de P 0,425 0,520 0,263 0,986 0,502 0,126 

n = 127. Dados são média aritmética (DP); 
Comparações s entre genótipos foram feitas por teste t-Student ou ANOVA com post hoc de Tukey. 
VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentração de Hemoglobina Corpuscular 
Média. 
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Tabela suplementar 11. Associação de haplótipos TMPRSS6 com ferritina, saturação da 
transferrina e hemoglobina de mulheres adultas aparentemente saudáveis e em balanço 
estacionário do ferro corporal. São Paulo, 2016 

Ferritina (µg/L)* 

Haplótipo rs855791-rs4820468 n (%)  β1 P 
% variação 
explicada 

    GA  128 (50,3)  -7,89 0,647 < 1,0 

    AG 106 (41,6)  -15,12 0,162 1,5 

    GG 15 (6,0)  -4,36 0,421 < 1,0 

    AA 5 (2,1)  8,85 0,099 2,1 

Saturação da transferrina (%) 

Haplótipo rs855791-rs4820468 n (%)  β1 P 
% variação 
explicada 

    GA  128 (50,3)  1,403 0,508 < 1,0 

    AG 106 (41,6)  -3,01 0,022 4,1 

    GG 15 (6,0)  -0,134 0,840 < 1,0 

    AA 5 (2,1)  0,74 0,262 1,0 

Hemoglobina(g/dL)** 

Haplótipo rs855791-rs4820468 n (%)  β1 P 
% variação 
explicada 

    GA  128 (50,3)  0,05 0,692 < 1,0 

    AG 106 (41,6)  -0,06 0,477 < 1,0 

    GG 15 (6,0)  -0,04 0,307 < 1,0 

    AA 5 (2,1)  0,05 0,212 1,2 

n = 254 fitas de DNA. 
* Valores de ferritina corrigidos pela inflamação foram transformados em seu logaritmo 
natural antes das análises. Os coeficientes de inclinação para cada haplótipo indicam o 
efeito estimado nas concentrações de ferritina, expresso em percentual (%).  
** n = 126. Modelos não incluem dados de um outlier influente. 
1 Coeficientes de inclinação indicam os efeitos estimados para os haplótipos TMPRSS6 
sobre valores ajustados dos biomarcadores por idade, IMC e demais variáveis 
apresentadas na Tabela 1 do Artigo2 desta tese. 
 

Tabela suplementar 12. Frequência de alelos MT2736A e HFE63D segundo classificação 
fenotípica das mutações HBB entre mulheres com β-talassemia heterozigótica. São 
Paulo, 2016. 

Tipo de mutação HBB 
Alelo MT2736A  Alelo HFE63D 

Frequência P Frequência P 

Mutação β0 (n = 22) 0,36 

0,752 

0,25 

0,180 Mutação β+ (n = 7) 0,36 0,14 

Mutação não classificada (n = 4) 0,50 0,50 

Foi utilizado teste de Likelihood Ratio. 
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ANEXO 4 – NORMAS PARA A DEFESA 

 


