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Foram analisados 47 pacientes com diagnostico clinico, laboratorial e molecular de
anemia falciforme, residentes em Fortaleza, Ceard, com a finalidade de fornecer infor-
magdes sobre a influéncia dos haplétipos do gene da B*- globina nas caracteristicas
fenotipicas desta doenga. A determinagdo dos valores hematologicos foi realizada em
contador automatico de células sanguineas, e os niveis de HbF foram determinados
pela técnica da desnaturagdo alcalina. O DNA foi isolado de leucdcitos, a partir de
amostras de sangue total. A andlise dos haplotipos da mutagdo [ foi realizada por
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
sendo analisados seis sitios polimorficos de restri¢do. Os pacientes foram divididos em
cinco grupos, de acordo com o tipo de haplotipo: Bantu/Bantu, Benin/Benin, Bantu/
Benin, Bantu/Atipico e Benin/Atipico. O nivel de significancia considerado nas analises
foi p<0,05. Na comparagdo entre os haplotipos e as caracteristicas hematologicas
estudadas, apenas os valores de HbF e Ht apresentaram diferenca estatisticamente
significativa. Os niveis de HbF foram maiores no haplotipo Benin, seguido do haplétipo
Bantu, o que esta em conformidade com os dados da literatura. Foram demonstrados
maior presenga de crises vaso-oclusivas e episodios de pneumonia no haplotipo Benin/
Atipico do que no haplotipo Bantu/Atipico; e maior presenga de crises de infecgdo
urinaria no haplotipo Benin/Atipico do que no haplotipo Benin/Benin. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os haplotipos Bantu/Bantu e Benin/Benin
em relagdo as complicagdes clinicas, entretanto, foi observado que o haplotipo Bantu/
Bantu tem uma maior frequéncia em todos os eventos clinicos estudados quando com-
parado ao Benin/Benin. Os resultados demonstram que o tipo de haplotipo do gene da
B’-globina influencia as caracteristicas fenotipicas dos pacientes com anemia falciforme,
portanto a utilizagdo de técnicas moleculares para a detecgdo do haplotipo envolvido
deve ser considerada como uma importante ferramenta diagnostica para prever o
quadro clinico destes pacientes. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:
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Introdugao posicio da cadeia polipeptidica.' E caracterizada pela homo-
zigose da hemoglobina S (SS).?

A anemia falciforme € o resultado de uma mutagao pon- O tipo de variabilidade mais comum no complexo génico

tual (GAG—GTG) no codon do gene da globina 3, conduzin- da globina beta ¢ aquele produzido por varia¢des de sequén-

do a uma substitui¢do de acido glutdmico por valina na sexta cias que alteram o sitio de reconhecimento de uma enzima de
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restri¢do. Usando uma série de enzimas de restri¢do que iden-
tificam alteragdes especificas no DNA, ¢ possivel identificar
a constituicdo das regides adjacentes ao locus beta. Através
datécnica da reagdo em cadeia mediada pela polimerase para
polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restri¢do
(PCR- RFLP) ¢ possivel determinar o padrao de combinagao
dos sitios polimorficos para qualquer cromossomo, sendo
este chamado de haplotipo.?

O tipo de haplotipo associado ao gene da HbS tém
importancia na gravidade clinica da anemia falciforme, es-
tando relacionado a um quadro clinico e niveis de HbF vari-
ados.** O haplotipo Senegal esta associado a niveis eleva-
dos de HbF (> 15%) e curso clinico menos grave da doenga;
o Benin, a niveis medianos de HbF (5% a 15%) e curso clinico
intermediario; o Bantu ou Republica Centro Africana, a ni-
veis diminuidos de HbF (<5%) e quadro clinico mais grave; ¢
o haplétipo Arabe-Indiano, que apresenta niveis elevados
de HbF e curso clinico heterogéneo.”®

Os haplotipos da anemia falciforme sdo classificados
em cinco tipos diferentes, de acordo com a origem étnica e
geografica onde predominam. O haploétipo Benin (BEN) tem
sido associado & Africa Ocidental; o Bantu ou Republica
Centro Africana (CAR) a Africa Oriental e Centro-Sul; o
Senegal a Africa Atlantico-Ocidental; o Arabe-Indiano & In-
dia e Peninsula Arabica e o Camardes a Costa Ocidental Afri-
cana."’?

A maioria dos cromossomos com o gene 3% tem um dos
cinco hapldtipos comuns, contudo existe uma minoria de
cromossomos, aproximadamente 5%, que estdo associados
com haplotipos menos comuns, geralmente designados como
haplotipos atipicos.'” Segundo Zago et al.,'" os haplotipos
atipicos sdo produzidos por diversos mecanismos genéti-
cos, sendo a recombinagéo entre dois haplétipos S tipicos o
mais comum.

O presente estudo teve como objetivo analisar a influ-
éncia dos haplétipos do gene da BS-globina nas carac-
teristicas fenotipicas da anemia falciforme.

Casuistica e Método

Trata-se de um estudo corte transversal em 47 pacien-
tes com diagnostico clinico, laboratorial e molecular de ane-
mia falciforme (forma homozigoética SS), atendidos no ambu-
latorio do servigo de Hematologia de um hospital de referén-
cia em Fortaleza, capital do Ceara, todos voluntarios, de am-
bos os sexos. Foram excluidos do estudo os pacientes que
receberam transfusdo sanguinea
nos ultimos trés meses antes da
coleta e os que faziam uso de

foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Universi-
dade Federal do Ceara.

A determinag@o dos valores hematolégicos foi realiza-
da em contador automatico de células sanguineas (modelo
Sysmex KX-21N, Roche). A determinagdo da concentragio
de hemoglobina fetal foi realizada pelo método de des-
naturagdo alcalina.'?

O DNA foi isolado de leucocitos, a partir de amostras
de sangue total, seguindo o protocolo de Sambrook ez al.'* A
analise dos haplétipos da mutagdo [’ foi realizada por meio
datécnica da reagdo em cadeia mediada pela polimerase para
polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restri¢do
(PCR-RFLP), sendo analisados seis sitios polimorficos de
restri¢ao, seguindo a metodologia de Sutton ef a/. '*: 1. Xmnl
56, 2. Hind 1%, 3. Hind I y*, 4. Hinc Iy, 5. Hinc 11 3'yf,
6. Hinf15'B.

Os pacientes foram divididos em cinco grupos, de acor-
do com o tipo de haplétipo: Bantu/Bantu, Benin/Benin, Bantu/
Benin, Bantu/Atipico e Benin/Atipico.

Andalise estatistica

O GraphPad Prism (versao 5.0) foi o programa utilizado
para a realizacdo da analise estatistica. O teste utilizado para
avaliagdo da distribui¢do normal das variaveis continuas foi
o Kolmogorov-Smirnov. O teste ANOVA foi utilizado para a
comparagdo multipla de médias entre os haplotipos e os va-
lores de HbF, He, Hb, Ht, leucdcitos ¢ plaquetas; ¢ o pos-
teste Newman-Keuls para identificar quais grupos foram di-
ferentes. O teste exato de Fisher foi utilizado na comparagao
de propor¢des entre os haplotipos e as complicagdes clini-
cas dos pacientes. O nivel de significancia estatistica
considerado na analise foi p <0.05.

Resultados

Os valores hematolégicos de todos os pacientes do
estudo estdo representados na Tabela 1. Apenas a concen-
tracdo de HbF ndo apresentou distribui¢do normal em seus
valores.

A comparacao multipla de médias entre os cinco
haplétipos apresentou diferenga estatisticamente significa-
tiva apenas para os valores de HbF (p=0,0018) e Ht (p=0,0298).
Apos a utilizagdo do pos-teste estatistico foi observada dife-
renca em relagdo a HbF entre os grupos Bantu/Bantu (6,14 +
3,46) x Bantu/Atipico (10,88 +2,78) (p<0,05), Benin/ Benin
(8,56 + 1,93) x Benin/Atipico (1,43 +1,17) (p<0,05), Bantu/

Tabela 1. Valores médios e desvio-padrao das analises hematoldgicas realizadas em

pacientes com anemia falciforme

Hb Ht
(9/d)) (%)

Leucécitos Plaquetas
(x109L) (x109L)

hidroxiureia ou qualquer medica- HbF (%) Hg
¢do que estimule a sintese de (x10°L)
hemoglobina fetal. O consenti- 6,72+3,73  2,74+0,60

850+£130 2520+396 11.20+3.41 421.457 +108.273

mento informado foi obtido de
todos os individuos e o estudo

Fonte: Dados da pesquisa, 2009.
HbF; hemoglobina fetal; He: hemacias; Hb: hemoglobina; Ht: hematdcrito
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Tabela 2. Caracteristicas hematoldgicas dos pacientes de acordo com o haplétipo da anemia falciforme

Bantu/Bantu Benin/Benin Bantu/Benin Bantu/Atipico Benin/Atipico Valor de p

HbF (%) 6,14 + 3,46 8,56 + 1,93 6,47 + 3,59 10,88 + 2,78 1,43+ 1,17 p=0,0018
(Xﬂ;ﬂ_) 2,79+ 0,53 2,97 + 0,26 2,35+ 0,43 2,58 + 0,45 2,95 + 0,64 p=0,07

Hb(g/dl) 8,65+ 1,10 8,58 + 0,37 7,82 £ 1,09 8,02+ 1,04 9,18 £ 1,49 p=0,1668

Ht (%) 25,98 + 2,86 25,46 + 1,22 22,54 + 3,19 23,73+ 3,48 26,76 + 4,05 p=0,0298

L‘?)‘(‘;"'ggl'f‘)’s 11,989 + 2,849 8,826 + 2,068 11,349 + 4,296 12,515 + 3,102 8,660 + 2,248 p=0,1673

P('j?(‘)‘;tj‘s 438,047 £ 91,560 398,500 + 75,347 376,727 + 109,609 495,833 + 80,576 432,666 + 204,020  p=0,2162

Fonte: Dados da pesquisa, 2009.

Os resultados foram reportados em valores de Média + Desvio-padrao. Foi utilizado o teste ANOVA para a comparacao multipla de médias
entre os haplétipos (Bantu/Bantu, Benin/Benin, Bantu/Benin, Bantu/Atipico, Benin/Atipico) e os valores de HbF, He, Hb, Ht, Leucdcitos e
Plaquetas. Foi utilizado o pos-teste Newman-Keuls para identificar quais grupos faam diferentes.

HbF: Hemoglobina fetal; He: Hemacias; Hb: Hemoglobina;Ht: Hematdcrito

Benin (6,47 + 3,59) x Bantu/Atipico (10,88 £2,78) (p<0,05) e
Bantu/Atipico (10,88 +2,78) x Benin/Atipico (1,43 +1,17)
(p<0,01). Em relacdo ao Ht foi observada diferenca entre
os grupos Bantu/Bantu (25,98 + 2,86) x Bantu/Benin (22,54
+3,19) (p<0,05) (Tabela 2 e Grafico 1).

Os pacientes com o haplotipo Bantu/Atipico obtive-
ram menor presenga de crises vaso-oclusivas e episodios de
pneumonia quando comparados aos pacientes com o
haplétipo Benin/Atipico. Crises de infec¢do urinaria foram
mais frequentes nos pacientes com o haploétipo Benin/Atipico
do que nos pacientes com o haplétipo Benin/Benin. Todas
as outras comparagdes entre os haplotipos e a presenga de
complicagdes clinicas ndo obtiveram diferenca estatis-
ticamente significativa (Tabela 3).

Discussao

Em relagdo aos valores hematologicos dos pacientes
estudados, apenas a concentragdo de HbF ndo apresentou
distribui¢do normal em seus valores, mostrando que ndo ha
uma distribui¢do simétrica nos resultados. A média da con-
centracdo de hemoglobina fetal no presente estudo foi de
6,72 + 3,73 (Tabela 1). Os resultados foram semelhantes aos
demais estudos da literatura. A concentragdo média de HbF
encontrada por Queiroz' foi de 6,45%; Figueiredo et al.'®
encontraram uma HbF de 6,35%; Galiza Neto et al. V" valores
de HbF de 7,61; e Gongalves! valores de 8,25%.

Na comparag@o entre os haplotipos e as caracteristi-
cas hematologicas estudadas, apenas os valores de HbF e
Ht apresentaram diferenga estatisticamente significativa.
(Tabela 2).

A concentragdo de HbF fetal ¢ descrita como haplétipo
dependente e diretamente correlacionada ao curso clinico da
doenga.'®!*?* Os niveis de HbF no haplotipo Bantu/Atipico
(10,88 + 2,78) foram superiores aos niveis dos haplétipos
Bantu/Bantu (6,14 + 3,46), Bantu/Benin (6,47 + 3,59) ¢ Benin/
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Grafico 1. Distribuicdo da média dos niveis de HbF nos diferentes
haplétipos encontrados no estudo

Atipico (1,43 + 1,17); e o haplétipo Benin/Benin (8,56 + 1,93)
apresentou niveis superiores em relagdo ao haplotipo Benin/
Atipico (1,43 = 1,17). Esses resultados estdo de acordo com
os dados da literatura, que relata maiores niveis de hemo-
globina fetal associados ao haplétipo Benin seguido do
haplétipo Bantu.”®

Os haplotipos atipicos foram encontrados associados
aos haplétipos Bantu e Benin, indicando a ocorréncia de
diversos mecanismos genéticos que poderiam ser respon-
saveis pela variagdo das concentragdes de HbF entre os por-
tadores do haplétipo atipico, o que ¢ demonstrado quando
comparados os niveis de HbF dos haplotipos Bantu/Bantu
(6,14 + 3,46), Bantu/Atipico (10,88 + 2,78); e haplotipos Benin/
Benin (8,56 + 1,93) e Benin/Atipico (1,43 +1,17).110.11.21

Em relagdo ao Ht, o haplotipo Bantu/Bantu (25,98 +
2,86) apresentou niveis superiores ao haplétipo Bantu/Benin
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Tabela 3. Complicagdes clinicas dos pacientes de acordo com o haplétipo da anemia falciforme.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 diferGe;\ur;o:sﬁgtr?stica
Bantu/Bantu Benin/Benin Bantu/Benin Bantu/Atipico Benin/Atipico ¢
(Valor de p)
Crises 13/21 (61,9%) 3/5(60%) 7/11(63,64%) 1/6(16,67%) 3/3(100%) Grupos4e5
vaso-oclusivas p=0,0476
Transfusdes de 19/21(90,48%) 4/5(80%) 7/11(63,64%) 5/6(83,33%) 2/3(66,67%) NA
hemacias p>0,05
Pneumonia 10/21(47,6%) 2/5(40%) 5/11(45,45%) 1/6(16,67%) 3/3(100%) Grupos4e5
p=0,0476
Infecgdo urinaria 8/21(38,09%) 0/5(0%) 4/11(36,36%) 2/6(33,33%) 3/3(100%) Grupos2e 5
p=0,0179
Litiase biliar 10/21(47,6%) 0/5(0%) 3/11(27,27%) 1/6(16,67%) 1/3(33,33%) NA
p>0,05
Insuficiéncia 5/21 (23,81%) 1/5(20%) 3/11(27,27%) 1/6(16,67%) 0/3(0%) NA
Cardiaca p>0,05
Acidente Vascular 2/21(9,52%) 0/5(0%) 0/11(0%) 0/6(0%) 0/3(0%) NA
Cerebral p>0,05
Internacao 14/21(66,67%) 3/5(60%) 7/11(63,64%) 1/6(16,67%) 3/3(100%) NA
p>0,05
Ulceras de perna 6/21(28,57%) 1/5(20%) 4/11(36,36%) 0/6(0%) 1/3(33,33%) NA
p>0,05
Necrose no fémur 5/21(23,81%) 0/5(0%) 0/11(0%) 0/6(0%) 0/3(0%) NA
p>0,05

Fonte: Dados da pesquisa, 2009.

Os resultados das manifestacdes clinicas foram reportados para cada haplotipo em valores de n/total (%), ou seja, no niumero de
pacientes em que ocorreu o evento dividido pelo total de pacientes (porcentagem).O teste utilizado para comparacao de proporgdes
entre os grupos foi o teste Exato de Fisher. NA- N&o aplicavel, pois ndo houve diferenga entre os grupos.

(22,54 £ 3,19), o que corresponde com os resultados encon-
trados por Galiza Neto et al.'” Resultados diferentes foram
encontrados por Fleury? e Gongalves et al.' A correlagido
entre os niveis de Ht e os haplétipos nio tem sido foco de
muitas pesquisas, pois nao ha relatos na literatura que
evidenciem a influéncia dos haplotipos no volume globular
das hemacias.

Estudos anteriores sugerem que o haplotipo Bantu esta
associado a uma maior incidéncia de complicagdes clinicas
do que o haplétipo Benin ."7#2* Em nosso estudo houve
diferenca estatisticamente significativa apenas entre os
haplétipos Bantu/Atipico e Benin/Atipico em relacdo a pre-
senga de crises vaso-oclusivas e episodios de pneumonia; e
entre Benin/Atipico e Benin/Benin em relagao as crises de
infec¢do urinaria (Tabela 3). Foi demonstrada maior presenga
de crises vaso-oclusivas e episodios de pneumonia no
haplétipo Benin/Atipico do que no haplotipo Bantu/Atipico;
e maior presenga de crises de infec¢@o urinaria no haplotipo
Benin/Atipico do que no haplétipo Benin/Benin. Os
haplotipos atipicos em heterozigose com os haplotipos Bantu
¢ Benin podem ser responsaveis pela variagdo na presenca
das complicagdes clinicas do nosso estudo em relagdo aos
dados da literatura. ''%!1-2!

Nao houve diferenca estatisticamente significativa en-
tre os haplétipos Bantu/Bantu e Benin/Benin em relagdo as
complicagdes clinicas, entretanto foi observado que o

haplétipo Bantu/Bantu tem uma maior frequéncia em todos
os eventos clinicos estudados quando comparado ao Benin/
Benin. Foi encontrado um pequeno niimero de pacientes com
o haplotipo Benin/Benin no estudo, o que pode ter levado a
resultados sem diferenga significativa na comparagao de pro-
porgdes entre estes grupos.

Os resultados demonstram que o tipo de haplétipo do
gene da [3%- globina influencia as caracteristicas fenotipicas
dos pacientes com anemia falciforme, portanto a utilizagido
de técnicas moleculares para a detecg@o do haplétipo envol-
vido deve ser considerada como uma importante ferramenta
diagnostica para prever o quadro clinico destes pacientes.

Abstract

We analyzed 47 patients living in Fortaleza, Ceara with clinical,
laboratory and molecular diagnosis of sickle cell anemia, in order
to provide information on the influence of the S5-globin gene
haplotypes on the phenotypic characteristics of this disease. The
evaluation of hematological values was performed using an
automated blood cell counter and the levels of HbF were determined
by the alkali denaturation technique. The DNA was isolated from
leukocytes from a whole blood sample. The analysis of the haplotypes
of the 3S mutation was achieved by PCR-RFLP, with an assessment
of six polymorphic restriction sites. The patients were divided in 5
groups according to the type of haplotype: Bantu/Bantu, Benin/Benin,
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Bantu/Benin, Bantu/Atypical and Benin/Atypical. The level of
significance was set for a p-value < 0.05. In the comparison

between the haplotypes and the hematological characteristics,

statistically significant differences were seen only for the values of
HbF and Ht. The levels of HbF were higher for the Benin haplotype,

followed by the Bantu haplotype, which is in agreement with the
literature. There were more painful episodes and pneumonia in

Benin/Atypical haplotype than in Bantu/Atypical patients, and a

higher rate of urinary tract infection in Benin/Atypical haplotype
than in Benin/Benin haplotype individuals. There was no statistically
significant difference between the Bantu/Bantu and Benin/Benin

haplotypes in respect to clinical complications however the Bantu/
Bantu haplotype was associated to a higher frequency in all studied
clinical events when compared to Benin/Benin haplotype patients.

The results show that the type of [35-globin gene haplotype influences

the phenotypic characteristics of patients with sickle cell anemia,

therefore molecular techniques should be considered to identify

the haplotype as an important diagnostic tool to predict the clinical
status of these patients. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:

Key words: Anemia, sickle cell; phenotype, prognosis, genetica.

Referéncias Bibliograficas

. Gongalves MS, Bonfim GC, Maciel E, et al. BetaS-Haplotypes in
sickle cell anemia patients from Salvador, Bahia, Northeastern
Brazil. Braz J] Med Biol Res. 2003;36(10):1283-8.

2. Bonini-Domingos CR. Metodologias laboratoriais para o diagnds-
tico de hemoglobinopatias e talassemias. Brasil: HN, Inc. 121 p.,
2006.

. Antonarakis SE, Kazazian HH, Orkin SH. DNA polymorphism
and molecular pathology of the human globin gene clusters. Hum
Genet. 1985;69(1):1-14.

4. Zago MA. Consideragdes gerais. In: Anvisa (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria). Manual de diagnostico e tratamento de doen-
cas falciformes. Brasil: Copyright. 2002. p 7-12.

—_

(95)

W

. Steinberg M. Modulation of fetal hemoglobin in sickle cell ane-
mia. Hemoglobin. 2001;25(2):195-211.

. Adorno EV, Zanette A, Lyra I, Seixas MO, Reis MG, Gongalves
MS. Clinical and molecular characteristics of sickle cell anemia in
the northeast of Brazil. Genet Mol Biol. 2008;31:621-5.

. Nagel RL. The origin of the hemoglobin S gene: clinical, genetic
and anthropological consequences. Einstein Quarterly Journal of
Biology and Medicine. 1984;2:53-62.

. Powars DR. Beta-s-gene-cluster haplotypes in sickle cell anemia.
Clinical and hematological features. Hematol Oncol Clin North
Am. 1991;5(3):475-93.

9. Sutton M, Bouhassira EE, Nagel RL. Polymerase chain reaction

amplification applied to the determination of beta-like globin

gene cluster haplotypes. Am J Hematol. 1989;32(1):66-9.

10. Zago MA, Silva WA Jr, Gualandro S, Yokomizu IK, Araujo AG,
Tavela MH, et al. Rearrangements of the beta-globin gene cluster
in apparently typical betaS haplotypes. Haematologica. 2001;86
(2):142-5.

11. Zago MA, Silva WA, Dalle B, et al. Atypical beta (s) haplotypes
are generated by diverse genetic mechanisms. Am J Hematol. 2000;
63(2):79-84.

12. Betke K, Marti NR, Schlicht I. Estimation of small percentages of
foetal haemoglobin. Nature. 1959;184(Suppl 24):1877-8.

(=)

~

e}

13. Sambrook J, Fritsch EF, Maniats T. Molecular cloning: a laboratory
manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

14. Sutton M, Bouhassira EE, Nagel RL. Polymerase chain reaction
amplification applied to the determination of beta-like globin
gene cluster haplotypes. Am J Hematol. 1989;32(1):66-9.

15. Queiroz IMLP. Caracteristicas clinicas, hematologicas e genéticas
em pacientes homozigotos para a hemoglobinopatia S da Bahia e
de Sdo Paulo. 1996. 111f. Dissertagdo (Mestrado em Hematologia)-
Universidade Federal de Sao Paulo, Sao Paulo, 1996.

16. Figueiredo MS, Kerbauy J, Gongalves MS, Arruda VR, Saad ST,
Sonati MF, et al. Effect of alpha-thalassemia and beta-globin gene
cluster haplotypes on the hematological and clinical features of
sickle-cell anemia in Brazil. Am J Hematol. 1996;53(2):72-6.

17. Galiza Neto GC, Pitombeira MS, Vieira HF, Vieira MLC, Farias
DAB. Analise dos haplotipos do gene da beta S-globina no Ceara.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. 2005;41:
315-21.

18. Gilman JC, Huisman THJ. DNA sequence variation associated with
elevated fetal "y globin production. Blood. 1985;66(78):783-87.

19. Powars DR. Natural history of sickle cell disease: The first ten
years. Semin Hematol. 1975;12(3):267-85.

20. Steinberg MH. Management of sickle cell disease. New Engl. J.
Med. 1999;340(13):1021-30.

21. Bordin S, Crespi VG, Duarte AS, Basseres DS, Melo MB, Vieira AP,
et al. DNAse I hypersensitive site 3 to the beta-globin gene cluster
contains a TAA insertion specific for beta (S)-Benin haplotype.
Haematologica. 2002;87(3):246-9.

22. Fleury MK. Haplotypes of beta-globin gene in sickle cell anemia
patients of Rio de Janeiro, Brazil. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2001;23:57-8.

23 Adorno EV, Zanette A, Lyra I, Souza CC, Santos LF, Menezes JF, et
al. The beta-globin gene cluster haplotypes in sickle cell anemia
patients from Northeast Brazil: a clinical and molecular view.
Hemoglobin. 2004;28(3):267-71.

24. Steinberg M. Modulation of fetal hemoglobin in sickle cell anemia.
Hemoglobin. 2001;25(2):195-211.

Avaliagao: Editor e dois revisores externos
Conflito de interesse: sem conflito de interesse

Recebido:27/04/2009
Aceito apoés modifica¢des: 05/07/2009




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


