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Objectives: Fetal hemoglobin (HbF) levels have long been

associated with a milder clinical course in sickle cell anemia

(SCA). Given the importance of HbF in SCA pathophysiology,

studies have focused on describing how HbF ameliorates the

clinical phenotype and identifying previously uncharacter-

ized modulators of gamma globin expression. Here, we per-

formed a transcriptomic analysis of reticulocytes from SCA

patients with high and low HbF levels to unravel genetic pro-

grams associated with high HbF levels. Methods: Eight indi-

viduals with SCA, older than 18 years and regularly followed

at a single reference center in northeast Brazil, were recruited.

All patients were without clinical presentation of acute symp-

toms and not undergoing hydroxyurea treatment. RNA was

extracted from the patients’ reticulocytes, and the RNA-seq

libraries were sequenced in paired-end mode on the NextSeq

500. To compare the degree of contamination with leuko-

cytes, we employed the CIBERSORTx tool, which revealed two

samples with high leukocyte contamination that were

excluded from further analysis. Three individuals with high

baseline HbF (median: 20.9%) and three with low baseline HbF

(median: 5.2%) were used gene expression analysis. Func-

tional enrichment analysis was performed with Gene Set

Enrichment Analysis (GSEA), Gene Ontology (GO), and Meta-

bolic Flux Balance Analysis (METAFlux). Results and discus-

sion: We identified 293 differentially expressed genes

between the conditions (247 upregulated and 46 downregu-

lated in the HbF high group). GSEA associated patients with

high HbF levels with the terms “regulation of reactive oxygen

species (ROS) process”, “lipid biosynthetic process”, and “cel-

lular oxidant detoxification”, while HbF low samples were

associated with “transcription by RNA polymerase”, “methyl-

ation”, and “regulation of translational initiation”. These

results suggest that high HbF levels drive a molecular pro-

gram in reticulocytes associated with ROS generation and cel-

lular detoxification pathways. We further identified the

leading-edge gene subsets from the significant GSEA analysis.

A total of 176 genes were consistently upregulated in several

GSEA processes associated with high HbF levels, including

SOD2, PRDX2, SYK, and LYN. GO analysis of the core members

of high-scoring gene sets showed several pathways involved

in the regulation of response to stimulus, response to oxida-

tive stress, and regulation of key metabolic processes that

were overexpressed in the high HbF group. Moreover, the pro-

cesses that were downregulated in the high HbF group were

related to RNA metabolic processes, regulation of gene

expression, and methylation, suggesting a mechanism of

genetic silencing in reticulocytes with low HbF levels in SCA.

To further validate these findings, METAFlux analysis,

revealed a clear distinction between the metabolic programs,

with up-regulation of terms associated with the downregula-

tion of ROS generation and fatty acid detoxification in high

HbF group. Conclusions: SCA patients with high HbF levels

show improved oxidative stress management and metabolic

activity, while those with low HbF have increased gene silenc-

ing. These findings offer insights into potential therapeutic

targets to ameliorate disease severity through HbF

modulation.
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Introduç~ao: O Voxelotor �e um medicamento inovador desen-

volvido para o tratamento da Doença Falciforme (DF), que

atua se ligando diretamente �a hemoglobina S (HbS),

aumentando sua afinidade pelo oxigênio. Com isso, �e

capaz de impedir sua polimerizaç~ao e falcizaç~ao das

hem�acias, diminuindo hem�olise e vaso-oclus~ao. No

entanto, essa interaç~ao forma um complexo (HbS-Vox) que

interfere na quantificaç~ao das fraç~oes das hemoglobinas

por Cromatografia Líquida de Alta Performance por Troca

Iônica (HPLC). Objetivo: Descrever as alteraç~oes observadas

nos gr�aficos cromatogr�aficos de pacientes com DF em uso de

Voxelotor por meio de Programa de Acesso Expandido no

HEMORIO, bem como propor abordagens para lidar com tal

interferência. Materiais e m�etodos: Foram utilizadas amos-

tras de oito pacientes do Programa de Acesso Expandido do

Voxelotor no HEMORIO, que foram incubadas a 37 e 39 �C

por at�e 24 horas e analisadas por HPLC, no analisador VARI-

ANT II TURBO (BIO-RAD) ou PREMIER RESOLUTION (TRINITY

BIOTECH), para avaliar o efeito da temperatura sobre a por-

centagem do pico de HbS-Vox. Discuss~ao e resultados: Foi

observado que nas amostras colocadas no analisador VARI-

ANT, a interferência aparece como uma sobreposiç~ao de

picos dificultando a an�alise do cromatograma, j�a no PRE-

MIER, a interferência �e menor, sem o aparecimento de picos

duplos. Admiravelmente, no VARIANT, ap�os incubaç~ao por

24 horas a 37�C ou 39�C o complexo HbS-Vox diminui consid-

eravelmente, chegando a n~ao ser mais detectado em diver-

sas vezes. Embora no PREMIER esse efeito seja similar, o

complexo n~ao chega a a desaparecer. Analisamos que ap�os

24 horas da retirada da amostra da condiç~ao de incubaç~ao, o

complexo volta a se formar. Curiosamente, o aquecimento

de amostras de pacientes com DF que n~ao utilizavam o Vox-

elotor n~ao causou nenhuma alteraç~ao no cromatograma.

Tendo esses resultados em vista, constatamos que o Voxelo-

tor interfere no gr�afico de HPLC, mas o processo de aquecer a

amostra parece ser capaz de desfazer o complexo formado

com a HbS, resultando em um gr�afico adequado para o
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c�alculo das fraç~oes de Hb no VARIANT. A observaç~ao de que

o gr�afico e as fraç~oes de Hb permaneceram inalterados nos

pacientes que n~ao usavam o Voxelotor indica que as con-

diç~oes de incubaç~ao por si mesmas n~ao afetam a amostra,

sugerindo que a temperatura influencia apenas na interaç~ao

do Voxelotor com a Hb. J�a para o PREMIER, que apresenta o

pico interferente isolado, a incubaç~ao n~ao seria necess�aria,

sendo possível utilizar o valor do pico HbS-Vox como forma

de acompanhamento da ades~ao ao tratamento e evoluç~ao

do paciente. Conclus~ao: Ap�os longos períodos sem inovaç~ao

terapêutica para a doença falciforme, temos o surgimento

de novas drogas, algumas ainda em linha de pesquisa

clínica, para melhorar os eventos agudos e danos crônicos

causados pela doença. Entretanto, devemos sempre trabal-

har em conjunto da assistência clínica com a rede de apoio

de an�alises clínicas para identificarmos as possíveis relaç~oes

e interferências dos medicamentos nos resultados labora-

toriais. Nesse trabalho podemos observara que laborat�orio

pode ser utilizado como uma ferramenta para a inferir a

ades~ao do paciente ao uso do medicamento em quest~ao.
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A hidroxiureia (HU) �e usada para aumentar os níveis de

hemoglobina fetal, reduzindo complicaç~oes como vasoclus~ao,

hem�olise e inflamaç~ao na anemia falciforme (AF). No entanto,

a HU interfere na funç~ao das c�elulas-tronco e progenitoras

hematopo�eticas (CTPHs), o que pode limitar o sucesso de

transplantes e terapias gênicas curativas. Considerando a

falta de estudos na caracterizaç~ao detalhada das CTPHs na

AF, este estudo investigou a integridade imunofenotípica das

CTPHs circulantes em pacientes com AF tratados (HU = 10) ou

n~ao tratados com HU (CT = 7), e analisou a diferenciaç~ao e

proliferaç~ao das colônias de CTPHs em outros 5 pacientes

com AF (HU = 3 e CT = 2). Para isso, as c�elulas mononucleares

do sangue perif�erico (PBMC) de pacientes e doadores

saud�aveis (DS, n = 5) foram isoladas e analisadas por

citometria de fluxo usando um painel de anticorpos específico

para CTPHs, mais as mol�eculas CD49d e CD235a. Para cultura,

60 c�elulas foram selecionadas a partir da gate de CD34: sorting

single cell, em uma placa de 96 poços e 1,7 x 103 por sorting

convencional, em uma placa de 24 poços, numa densidade de

210 c�elulas por poço. A proliferaç~ao, perfil de diferenciaç~ao, e

intensidade m�edia de fluorescência foram avaliadas ao fim de

20 dias de incubaç~ao. A an�alise estatística foi realizada com o

teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn (p < 0.05). Observou-

se que a contagem total de c�elulas vi�aveis CD34+ �e maior nos

pacientes com AF, com o grupo tratado com HU apresentando

a maior mediana. As c�elulas CD34+CD49d+ s~ao mais numero-

sas nos grupos HU e CT em comparaç~ao com os DS. No com-

partimento de c�elulas tronco multipotentes (CTM), diferenças

significativas na contagem de c�elulas foram encontradas

entre os pacientes tratados com HU e os DS (p < 0.01). As

CTMs CD49d+ s~ao mais frequentes no grupo CT, enquanto as

CD235a+ s~ao mais prevalentes no grupo HU. Em relaç~ao �as

c�elulas-tronco hematopoi�eticas (CTH), os DS n~ao apresentam

essas populaç~oes no sangue perif�erico, indicando que a pre-

sença delas �e característica da AF. A mediana de c�elulas CTHs

positivas para CD49d e CD235a tamb�em �e maior nos grupos

HU e CT em comparaç~ao com os DS. No estudo de colônias,

foi observado uma quantidade maior de colônias brancas do

tipo granul�ocito-macr�ofago (CFU-GM) no grupo HU quando

comparada ao grupo CT (ns), que apresenta uma prevalência

de colônias vermelhas, como unidades formadoras de

colônia-eritroide (CFU-E) e unidades formadoras de erupç~oes

(BFU-E) (ns). A presença do marcador de ades~ao celular e cin�e-

tica hematopoi�etica CD49d, em CTHs circulantes sugere uma

hematopoiese ineficaz, visto que a express~ao normal dessa

mol�ecula se d�a na medula �ossea. A coexpress~ao de CD235a e

CD34 indica uma diferenciaç~ao celular acelerada, j�a que esse

receptor �e presente em progenitores j�a comprometidos com a

linhagem eritroide. A HU tamb�em deve influenciar na prolif-

eraç~ao e diferenciaç~ao das colônias, dado que nesse grupo

houve um aumento no n�umero de colônias brancas, uma

prov�avel resposta celular para o car�ater citot�oxico da droga.

Esses resultados revelam uma heterogeneidade imunofeno-

típica nas CTPHs dos pacientes com AF e uma contribuiç~ao

significativa da HU para essas alteraç~oes. Parte das c�elulas

envolvidas na hematopoiese desses pacientes demonstra

comprometimento da sua funç~ao, o que pode afetar a efic�acia

das CTHs na terapia gênica. Financiamento: FUNDHERP, CTC/

FAPESP (2013/08135-2), FAPESP (2022/09643-0), INCTC/CNPq

(465539/2014-9).
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