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Xii RESUMO

RESUMO

O concentrado de plaguetas (CP) é um componente essencial do sangue que, mesmo em
boas condicfes ideais de armazenamento, € suscetivel a danos celulares ao longo do tempo.
Assim, os bancos de sangue descartam bolsas de CP ndo utilizadas ap6s cinco dias de
armazenamento. Os biomarcadores da qualidade do CP s&o, portanto, muito procurados na
governanca do banco de sangue. Nesse trabalho foram usados os dados (Gene Expression
Omnibus: GSE61856) gerados com NGS — Next Generation Sequencing (Sequenciamento
de Proxima Geracéo) para examinar os perfis de expressao de microRNAs (miRNAs) de CPs
gue foram armazenados por seis dias em um banco de sangue, ou seja, um dia a mais do
gue é normalmente armazenado o CP. Foram identificados 14 miRNAs diferencialmente
expressos, comparando um CP controle do primeiro dia de armazenamento com os CPs
alvos de cada um dos cinco dias subsequentes de armazenamento (do primeiro ao sexto
dia). Ao todo, foram identificados nove miRNAs com o perfil downregulated ou diminuicéo de
expressdo (miR-145-5p, miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, MiR-338-5p,
miR-451a, miR-501-3p e miR-99b-5p) e cinco MiRNAs com o perfil upregulated ou aumento
de expressao (miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p e miR-939-5p). Esses
mMiRNAs foram validados por PCR quantitativo em tempo real em 100 unidades de CPs.
Como cada unidade de CP é composta por plaguetas de cinco individuos, a validacao foi
realizada em 500 individuos (250 homens e 250 mulheres, com idade entre 18 e 40 anos).
Os dados foram analisados com agrupamento hierarquico e Analise de Componentes
Principais (PCA), que revelaram como variacdo da média da expressao relativa refletiu a
instabilidade da meia-vida dos miRNAs no quarto dia de armazenamento dos CPs, coincidido
com o tempo de aparecimento das lesdes de armazenamento plaquetario. Essas novas
observagbes podem informar de maneira util a futura tomada de decis6es na governanca

dos bancos de sangue sobre a qualidade dos CPs.

Palavras-chave: Concentrado de plaquetas, Danos celulares, Biomarcadores, microRNA,

Bancos de sangue.




Xiii ABSTRACT

ABSTRACT

Platelet concentrate (PC) is a key blood component, which even in good storage conditions,
susceptible to cellular damage over time. Hence, blood banks discard unused PC bags after
5 days of storage. Biomarkers of PC quality are therefore highly sought after in blood bank
governance. We used the data (Gene Expression Omnibus: GSE61856) generated with next-
generation sequencing to examine the expression profiles of microRNAs (miRNAs) from PCs
that were stored for 6 days in a blood bank, that is, 1 day longer than is normally stored PC.
We identified the 14 most differentially expressed miRNAs by comparing a control PC on the
first day of storage with the PCs on each of the subsequent 5 days of storage from day 1 to
6. In all, we identified nine miRNAs with the downregulated profile (miR-145-5p, miR-150-5p,
miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, MiR-338-5p, miR-451a, miR-501-3p, and miR-99b-
5p) and five upregulated miRNAs (miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p, and
miR-939-5p). These MiRNAs were validated by real-time quantitative PCR in 100 PC units.
As each PC unitis composed of platelets of five individuals, the validation was thus performed
in 500 individuals (250 men and 250 women, comprised 18-40 years old adults). The data
were analyzed with hierarchical clustering and principal component analysis, which revealed
the variation of mean relative expression and the instability of miRNAs half-life on the fourth
day of PC storage, which coincides with time of onset of platelet storage lesions. These new
observations can usefully inform future decision-making and governance in blood banks

concerning PC quality.

Keywords: Platelet concentrates, Cellular damage, Biomarkers, microRNA, Blood bank
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1.1 Qualificacdo do Problema: Concentrado de plaquetas e lesfes de
armazenamento

As plaquetas sdo pequenas células anucleadas que se originam
essencialmente da fragmentacao de pseuddépodes da membrana citoplasmética de
megacariocitos na medula 6ssea (SUT et al., 2018). Em uma pessoa saudavel as
plaquetas circulam no sangue por cerca de sete a dez dias e depois sédo retiradas
da circulacéo e destruidas no baco (COOKSON et al., 2010; DELOBEL et al., 2010).
A contagem normal em seres humanos varia de 150.000 a 400.000 plaguetas por

milimetro cubico (mm?3) de sangue (DALY, 2011).

As plaquetas circulantes desempenham um papel fundamental no reparo
vascular e manutencdo da homeostase, particularmente na hemostasia primaria.
Esse reparo vascular ocorre quando as glicoproteinas da membrana plaquetaria
interagem com o0s elementos do endotélio exposto (coldgeno ou agonistas
circulantes), mediando sua adeséo, seguida de ativacéo e finalmente agregacéao,
resultando em um trombo formado pela agregacéo de plaquetas interligadas pelo
fibrinogénio que d& origem a um tampao hemostatico crescente que impede a perda
de sangue (SUT et al., 2018).

As plaquetas desempenham um papel importante na imunidade inata e
adaptativa, interagindo direta ou indiretamente com outras células do sistema
imunologico para desencadear ou manter a resposta inflamatoria. Diversos fatores
estdo envolvidos no processo inflamatério das plaquetas, em particular, a
expressao de varios receptores imunol6gicos, como citocinas, quimiocinas € um
grande numero de fatores sollveis encontrado em seus granulos densos como 0s

imunomoduladores e de crescimento, etc (SUT et al., 2018).

Além disso, as plaquetas também liberam fatores de crescimento, que
promovem a angiogénese e sao necessarios para reparar danos relacionados aos
locais de inflamacédo, fatores de coagulagdo importantes para as fungbes
hemostéticas, peptideos antibacterianos, fatores de adesdo e mediadores

inflamatorios como a serotonina e a histamina (SUT et al.,, 2018). O diagrama
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mostrado na FIGURA 1, ilustra os principais granulos e o contetdo secretorio das

plaguetas.

FIGURA 1: DIAGRAMA DOS PRINCIPAIS GRANULOS E DO CONTEUDO SECRETORIO DAS

PLAQUETAS.

Nucleotideos: ADP, ATP
Cations: Ca®, Mg*
Aminas bioativas: Serotonina, histamina, GTP-ases, rab27a, rab27b
Proteinas de membrana: allbB3, CD63, GPIb, LAMP-1, LAMP-2, P-selectina
Outros: Polifosfato, Pirosfosfato

Pre-mRNA

Lisossomos

Granulos densos

Granulos-T

Proteases dcidas, Fosfatase acidas, Arilsulfatase, Carboxipeptidase

A-B, Catepsina, D-E, Colagenase, elastase, prolina, Carboxipeptidase
Hidrolases &cidas, a-arabinofuranosidase, d-fucosidase, B-fucosidase,
c-galactosidase, 3-galactosidase, B-glucoronidase, 0-manosidase,
a-glucosidase, [3- glucosidase, B-N-acetil-hexosaminidase, proteinas de
membrana, CD63, LAMP-1, LAMP-2

Moléculas de adesdo: allof3, avp3, cD9,
Fibrinogénio, GPlba, Multimerina, Osteonectina,
PECAM, P-selectina, Vitronectina, vWF

Citoquinas/Quimiocinas: 3-tromboglobulina, CCL4,
CCL17, ENA-78, Gro-q, IL-1, IL-7, IL-8, MCP-1, MCP-3
MIP-1ci, NAP-2, PF4, RANTES, Scd40L, SDF-1

giog /Fatores de cr : ADAM10,
ADAMTS13, angiostatina, angiopoietin-1, BDNF,
bFGF, BMP-2, BMP-4, BMP-6, CTAP-1II, CTGF, EGF,
endostatina, HGF, HGR, IGF-1, quinonogénio, MMP-1,
MMP-2, MMP-9, PDGF, TGF-3, trombospodina,
TIMP-1, TIMP-4, VEGF

Fatores de coagulagdo: ti2-antiplasmina, t2-antitripsina,
a2-macroglobulina, antitrombina, fator V-VIII-XI-XIlI,
fibrinogénio, PAI-1, plasmina, plasminogénio, protease,
nexina-2, proteina-S, protrombina, TFPI

Mediadores imunes: B1H globulina, C1 inibidor,
fatores complementares, fator D, igA, igG, igM,

fator de plagueta H, timosina-B4

OQutros: Albumina, PDCI

PDI, TLR-9, VAMP-8

Fonte: adaptado de SUT et al., 2018.

Alcancar hemostasia ap6s a lesao € fundamental para a sobrevivéncia. A

hemorragia é responsavel por 30% a 40% das fatalidades relacionadas ao trauma,

com um quarto de todos os pacientes com trauma, apresentando algum grau de

hemorragia prolongada associada a coagulopatia. Mortes por traumatismos

relacionados a hemorragia, geralmente, ocorrem dentro das duas primeiras horas

de internacdo, tornando este periodo critico para um rapido fornecimento de

intervengdes capazes de salvar vidas (CARDENAS et al., 2018).

A transfusdo de plaquetas tem sido uma terapia eficaz para a prevencao e

tratamento de hemorragias, particularmente em pacientes com neoplasias

hematoldgicas. Cerca de 15% dos pacientes gravemente enfermos necessitam de
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transfusdo de plaquetas durante a permanéncia na unidade de terapia intensiva

para tratamento ou profilaxia de sangramento (SUT et al., 2018).

De acordo com a Resolucéo da Diretoria Colegiada RDC n° 343 do Ministério
da Saude, o procedimento padrao de preparacdo dos hemocomponentes a partir
de ST é o seguinte: uma vez colhido em bolsa apropriada contendo anticoagulante,
o ST é centrifugado pelo gradiente de densidade para a separacgao dos glébulos de
acordo com seu tamanho e densidade e os componentes sdo distribuidos em
bolsas estéreis interligadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Os glébulos vermelhos assentam, enquanto o plasma permanece no topo
contendo os glébulos brancos e plaquetas, os quais formam uma camada
denominada "Buffy coat" na interface. Em seguida os componentes sao distribuidos
em bolsas estéreis interligadas (DELOBEL et al., 2010).

A fim de evitar reacdes poés-transfusionais e aloimunizagdo?, os produtos
derivados do sangue passam, sistematicamente, por uma filtracdo denominada
leucorreducédo. Cada componente obtido a partir do ST, é submetido a condi¢cdes
ideais de armazenamento, 0 que permite preservar suas atividades e funcdes
especificas. A temperatura € um fator importante no armazenamento e determina
a viabilidade e a qualidade dos produtos destinados a transfusdo (DELOBEL et al.,
2010; KUMAR et al., 2006).

A transfusdo de componentes plaquetarios € amplamente usada, sendo
rotineiramente fornecida na forma de Concentrados de Plaquetas (CPs). A
producao e estoque dos CPs envolve varias etapas, como o recrutamento e selecao
de doadores de sangue, onde o CP é obtido por meio do fracionamento de uma
doacdo de Sangue Total (ST) doado: 450-500 mL (GARRAUD et al., 2016;
LIUMBRUNO, 2008).

Em seguida, os CPs podem ser preparados, principalmente, por dois

métodos diferentes: (i) aférese de plaquetas de um Unico doador, utilizando um

! Aloimunizacéo é a formacé&o de anticorpos quando h& exposicéo do individuo a antigenos
ndo proprios e, consequentemente, formagéo de um quadro hemolitico. A melhoria na transfusdo
do CP pelas técnicas padrao, incluem a descontaminacgéo de leucécitos, que sdo responsaveis por
reacOes adversas apos a transfusdo de plaquetas, como reacgéo febril, efeitos imunomodulatorios
adversos, aloimunizacéo e, principalmente, contaminacéo bacteriana (MOHANTY, 2009).
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separador de células; ou (ii) obter plaquetas a partir de Buffy coats de quatro a seis
diferentes doadores (GARRAUD et al., 2016; LIUMBRUNO, 2008). Os CPs séo
armazenados por até cinco dias a temperatura ambiente (22 + 2 °C) com agitacéo
suave e continua. A duragdo mais longa do armazenamento de plaquetas ndo tem
sido recomendada devido ao possivel risco de contaminacdo bacteriana (CHO et
al., 2018; DELOBEL et al., 2010).

O CP consiste de uma suspensdo de plaquetas em plasma, preparado
mediante dupla centrifugagédo de uma unidade de ST. E importante que este ST
n&o seja colhido em tempo maior que 15 minutos (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
O CP deve conter, pelo menos, 5,5 x 10'° plaquetas e devera ser armazenado a
temperatura de 20°C a 24°C por no maximo cinco dias, sob agitacéo suficiente para
uma boa oxigenacao, que impeca a agregacado plaquetaria (THIELE et al., 2010;
VASSALLO, 2009).

Estes limites dependem da legislacéo local e do aditivo utilizado em solucdes
de CP, e a restricdo de prazo de validade que é imposta por regulamentacédo das
autoridades de saude, a fim de garantir a seguranca e a qualidade do produto, em
decorréncia do risco de crescimento bacteriano, acamulo de lactato, transformacao
morfolégica e agregacdo plaguetaria que levam a perda da viabilidade das
plaguetas armazenadas em bancos de sangue (DELOBEL et al., 2010;
SCHUBERT,; DEVINE, 2010a).

As primeiras alteragbes ocorridas em plaquetas durante o armazenamento
do CP foram mencionadas em 1957 por Mustard et al., que descreveram a
influéncia das técnicas de coleta do nimero de plaquetas, durante o procedimento
de armazenamento de sangue (SCHUBERT; DEVINE, 2010a).

Murphy et al., em 1971, introduziram o termo Platelet Storage Lesion (PSL)
- Lesdo de Armazenamento de Plaquetas, relacionado principalmente as
seguintes observacdes: acumulo de lactato, a transformacgéo do formato discoide
em esfera e a reduzida capacidade de resposta ao ADP para a agregacao
plaguetaria (MURPHY; GARDNER, 1971). Estudos descreveram que o0s
mecanismos responsaveis pela lesdo de armazenamento do CP sdo multifatoriais

e incluem os métodos de coleta, processamento, armazenamento, manipulacao
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apos a coleta e prazo de validade (MITTAL; KAUR, 2015; SCHUBERT; DEVINE,
2010a).

A maioria desses alteracdes da lesdo de armazenamento sdo caracteristicas
relacionadas com a ativagdo plaquetaria, exceto o efeito de deterioracdo que
contribui para a lesdo mediada pelo acamulo de lactato, o qual é independente da
ativacdo, pois os fatores que contribuem para essa ativacdo incluem, a exposicao
a superficies estranhas, trauma, baixo pH, agonistas (como trombina e ADP) e o
estresse de cisalhamento (MITTAL; KAUR, 2015).

As bolsas de CP devem ser mantidas sob uma agitacdo constante e suave
para facilitar a absorcao de oxigénio, o que ajuda a preservar a morfologia celular
e a funcionalidade das plaquetas, além de manter o pH estavel entre 6,8 e 7,5,
limites a partir dos quais as plaguetas tendem a sofrer alteracbes morfoldgicas
(CAZENAVE et al., 2005; MANASA; VANI, 2010).

ApoOs a ativacdo, as plaquetas perdem sua morfologia discoide e se tornam
mais esféricas, adquirindo multiplos pseuddpodes. Alteracdes conformacionais no
complexo da glicoproteina GPIlIb/llla expdem sitios de ligacdo para proteinas
adesivas (como fibrinogénio e FVW - Fator de Von Willebrand), resultando em
agregados plaquetarios (MITTAL; KAUR, 2015).

A ativacao estimula a liberacdo de conteddos granulares e a expressao de
proteinas de membrana sequestradas na superficie exterior das plaquetas
ativadas, o aumento da concentracdo de fosfolipidios na superficie exterior, além
de proporcionar uma superficie ideal para o complexo protrombinase, mediado
pelos fatores X-Va, contribuindo, assim, para a atividade pré-coagulante (MITTAL,;
KAUR, 2015).

Nesse periodo, podem ocorrer ativacao e liberacéo de granulos plaguetarios.
Inicia-se o0 processo de glicélise anaerdbica que resulta no acumulo de lactato e
diminuicdo do pH (SHRIVASTAVA, 2009; VAN DER MEER, 2013). Além disso, a
degradacdo de proteinas do citoesqueleto, deplecdo de ATP, ativacdo de
caspases, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, acarretando a
apoptose das plaquetas sdo o0s eventos mais comuns (JACKSON;
SCHOENWAELDER, 2010; MITTAL; KAUR, 2015; SAUNDERS et al., 2013).
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Estudos mostram que durante o armazenamento em banco de sangue, a
forma discoide da plaqueta normal é alterada entre cinco a sete dias de estocagem
a 22°C. E mesmo sob condi¢bes ideais de armazenamento, essas lesdes
consistem em alterac6es morfoldgicas, ativacao plaquetaria, protedlise, expressao
de receptores de superficie e alteragcbes de glicoproteinas de membrana
(SHRIVASTAVA, 2009). A FIGURA 2 ilustram as transformacfes que ocorrem

durante o armazenamento das plaquetas.

FIGURA 2: ARMAZENAMENTO DO CONCENTRADO DE PLAQUETAS E A LIBERACAO DE
MODIFICADORES DE RESPOSTA BIOLOGICA. Durante o periodo de armazenamento,
alteragcBes bioguimicas e funcionais podem ocorrer com as plaquetas. Estas modificagbes séo

chamadas lesbes de armazenamento.

Lesdo de armazenamento

« Reducdo ou inativagéo

L Producgéo de lactase
de patdgeno

Consumo de glicose
= Tecnologia Fator liberado / aumentado:

A
Aumento: Diminuigdo
Transformagéo do produto principal: - Ativacéo (Liberagéo de contetdo . pH
+ Separagéo celular automatizada granular) + pO2
. . + Protedlise + Glicose
* Centrifugacdo * Agregados plaquetarios + Volume médio de plaquetas
+ Leucoredugio . Hgt?rogeneit‘:iade de volume e densidade « Fluxo iénico de calcio
B N * Atividade pro-coagulante + Respiracéo oxidativa mitocondrial
+ Solugbes aditivas de plaquetas « Apoptose plaquetaria - Ligagdo de fibrinogénio
= pCO:2

* Irradiagéo EDF, ENA-78, Gro-g, IL-1p, IL-6, L-7, IL-8, IL-27
Liso-PCs, sOX40L, PAI-1, PDGF-AA, PF4, RANTES,
Scd4l, TGF-B, TNF-a, VEGF, B-TG, Microvesiculas,
* Criopreservagéo DNA mitocondrial

* Desplasmatizagido/Lavagem

* Reducéo de volume Lesdo de armazenamento
" * Aforma muda de discéide para esferdide
Q" Q *  Expressdo alterada do receptor de superficie plaquetdria
. ¢ Alteracdo da relagio ATP / ADP

b
-

A durabilidade tipica de armazenamento das plaquetas é de 5 a 7 dias

Fonte: adaptado de SUT et al., 2018.

Em diferentes paises, incluindo o Brasil, os estoques de CP apds a coleta
sdo mantidos na prateleira do banco de sangue em média por cinco dias. Todas as
bolsas de CP, ndo utilizadas apés esse tempo de estoque, sdo descartadas em
consequéncia das lesbes de armazenamento (EDQM, 2016). A transfusédo de
hemoderivados traz riscos inerentes, pois devem ser usados de forma ideal para
maximizar os resultados do paciente (YADDANAPUDI; YADDANAPUDI, 2014).
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Estudos também mostraram que as plaquetas dos hemocomponentes séo
mais suscetiveis ao estresse oxidativo conforme apontado em testes de estresse
mitocondrial, que demonstraram como a saude bioenergética global das plaquetas
estocadas é significativamente menor do que em plaquetas frescas (RAVI et al.,
2015).

A perda da viabilidade plaquetaria durante o armazenamento em banco de
sangue vem sendo investigada progressivamente. Estudos mostram que a
expressdo da fosfatidilserina, um fosfolipidio presente no folheto interno da
bicamada de membrana das plaguetas € usado como um marcador de ativacao,
gue esta intimamente associado ao desenvolvimento de vias da apoptose
(DASGUPTA et al., 2010).

Varias caracteristicas apoptéticas podem ser observadas em plaquetas
armazenadas, principalmente como aquelas que incluem exposicdo da
fosfatidilserina, disfuncdo mitocondrial, liberacdo do citocromo C, forte expressao
dos pro-apoptéticos Bax e Bak, ativacdo de caspase-3, estimulacédo de cinase e
formacao de corpos apoptoticos (LIN et al., 2009; VILLARROEL et al., 2013; ZHAO
et al., 2017). A apoptose causa exposicdo da fosfatidilserina nas superficies
celulares, um sinal para a fagocitose de células apoptéticas. No entanto, pouco se
sabe como esse mecanismo desempenha um papel na “depuracéo” de plaquetas
senescentes (BENNETT, 2016).

De certa forma, sdo necessarios mais estudos que possam avaliar o impacto
das diferentes manipulacdes na integridade das plagquetas armazenadas.
Abordagens como a protedmica, tém sido empregadas para analisar as alteracdes
no perfil de proteinas plaguetarias durante o armazenamento. Os dados obtidos
com essas abordagens conferem uma melhor compreensao acerca da bioquimica
das plaquetas, a fim de correlacionar esses resultados com a fungéo plaquetaria
(SCHUBERT; DEVINE, 2010).

Esse tipo de analise possibilita identificar pontos de intervencéo nas vias de
transducdo de sinal, fornecendo novos dados para uma compreensao dos
mecanismos moleculares subjacentes que levam a lesdo do armazenamento de
plaguetas (SCHUBERT,; DEVINE, 2010; THIELE et al., 2010). Em sintese, a
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FIGURA 3, apresenta mostra o0 modelo iterativo descrito na revisdo de SCHUBERT,
DEVINE, 2010.

FIGURA 3: ABORDAGENS COM ANALISE DE PROTEOMICA DO CONCENTRADO DE
PLAQUETAS. Esse tipo de analise possibilita identificar as alteragcdes no perfil das proteinas do
CP. A compreensdo da bioquimica dessas proteinas, fornece informacdes precisas sobre os

mecanismos moleculares que levam a lesdo do armazenamento.
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Fonte: adaptado de SCHUBERT; DEVINE, 2010.

Estudos mais atuais revelaram a identificacdo de biomarcadores
moleculares que podem ser usados para analisar as alterac6es do CP armazenado.
Nesse contexto, emergem o papel dos microRNAs que demonstraram eficientes
ferramentas para identificar essas alteracbes plaquetarias durante o

armazenamento em bancos de sangue (PONTES et al., 2015).
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1.2 MicroRNAs

1.2.1 Um breve historico e Biogénese

O termo microRNA (miRNA) surgiu em 2001. No entanto, o seu primeiro
exemplar foi descoberto em meados dos anos 1990, a partir de estudos sobre o
desenvolvimento pds-embrionario do verme Caenorhabditis elegans (C. elegans)
(Lee et al., 1993). Nesse estudo, descobriram que o gene mutado lin-4 nao
codificava proteina e era expresso na forma de um minusculo RNA capaz de se
ligar com grande especificidade a proteina lin-14, promovendo o bloqueio da sua
traducao (CAMPOLIM, 2008).

Em 2000, foi descoberto o segundo exemplar de miRNA conhecido como let-
7. Esse achado mostrou que o let-7 regulava a proteina lin-41, responsavel por
dirigir o desenvolvimento do C. elegans a fase adulta. Essas descobertas de lin-4
e o let-7 mostraram o envolvimento desses miRNAs capazes de governar 0s

eventos temporais no desenvolvimento de C. elegans (PASQUINELLI et al., 2000).

Estudos descreveram os miRNAs como uma grande familia de pequenos
RNAs nédo codificantes (ncRNAs) de aproximadamente 18 a 25 nucleotideos, cuja
principal funcdo é atuar como silenciadores pés-transcricionais ao se ligarem com
MRNAs especificos, mediante a complementariedade de sequéncia do tipo
Watson-Crick, regulando a sua estabilidade e traducdo (BRACKEN; SCOTT;
GOODALL, 2016; HA; KIM, 2014b).

Essa regulagéo entre 0o mMRNA e o miRNA pode ocorrer de duas formas, por
meio do pareamento de bases imperfeitos que provoca ao mRNA a repressao da
traducdo ou pelo pareamento perfeito, nesse caso, ocasionando a clivagem e
degradacdo do mMRNA. Consequentemente, interrompendo a traducao,
comprometendo a sintese de proteinas. Esse pareamento de bases Watson-Crick
ocorre entre a regido seed (semente) do miRNA, localizados em sitios de 2 a 8
nucleotideos da sua regidao 5’- UTR (untranslated region — regido néo traduzida)
com a regiao 3’- UTR do mRNA, (KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010).

O estudo com o let-7 sugeriu que os miRNAs atuariam, essencialmente, na
traducdo sem alterar os niveis de mRNA (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004). No
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entanto, pesquisas mais recentes com outros perfis genébmicos, mostraram que o0s
alvos de miRNAs fortemente reprimidos, exibiram certo grau de degradacédo do
MRNA provocado pela interacdo com miRNAs (DANGWAL; THUM, 2012,
LINDSAY; EDELSTEIN, 2016).

Essa interacdo desencadeia o recrutamento e associacdo de fatores de
decaimento de mRNA, o que provoca a sua desestabilizacdo, acentuada pelos
complexos de deadenylation (deadenilagdo) e decapping (decapitacéo) ou perda
do CAP (calda poli-A), responséavel pela estabilidade da molécula do mRNA (ANTIC
et al., 2015; BHASKARAN; MOHAN, 2014).

O reconhecimento e a confirmacéo da existéncia dos miRNAs resultou de
uma intensa pesquisa para identificar novos membros da familia let-7.
Posteriormente, documentaram que muitos mMIRNAs dessa familia foram
identificados evolutivamente conservados entre espécies e exibiram certa
especificidade do tipo celular (BHASKARAN; MOHAN, 2014; GRIFFITHS-JONES,
2004).

Os avancos nas descobertas do miRNA seguiram com inUmeros trabalhos
de clonagens de pequenos RNAs de vermes, moscas e humanos, onde foram
identificadas sequéncias mais longas de RNA, formada por uma estrutura predita
em formato de um hairpin que foi denominada de “stem-loop”, FIGURA 4,
(BHASKARAN; MOHAN, 2014).

FIGURA 4: ESTRUTURAS PREDITAS DE STEM-LOOPS DE miRNAs. O stem-loop foi proposto
como um precursor para um RNA mais curto que possuia complementariedade anti-sentido com
multiplos alvos na regido 3"-URT de mRNAs. Nas figuras abaixo sdo mostradas estruturas
secundérias preditas de stem-loops. Esse precursor em formato de hairpins origina 0 miRNA lin-4

de C. elegans e 0 miRNA miR-1 de humanos.
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Fonte: adaptado de BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004.




INTRODUCAO 34

Essas descobertas resultaram em uma nova compreensdo acerca dos
mecanismos envolvidos na regulacao génica, que descreveram como 0s MiRNAs
reprimem milhares de genes-alvos, capazes de coordenar processos normais,
como a proliferacao celular, metabolismo, diferenciacao e apoptose (LUJAMBIO;
LOWE, 2012). Estudos mostraram que os miRNAs regulam uma porc¢ao substancial
de, aproximadamente, 60% de todos os genes codificadores de proteinas do
genoma humano (DANGWAL; THUM, 2012; LINDSAY; EDELSTEIN, 2016).

O impacto da compreensdo desses mecanismos de regulacdo génica,
mostrou os MiRNAs exibindo especificidade em tecidos, fluidos corporais, fases
especificas do desenvolvimento, modulacdo do estresse celular e processo de
envelhecimento. Foram encontrados em doencas como o cancer, cardiopatias e
em disturbios hematolbgicos, que acrescentaram uma nova dimenséo aos estudos
dos miRNAs, onde foram destacados o0 seu potencial como um biomarcador
confiavel (CORTEZ et al., 2012; KATO; SLACK, 2013; KONDKAR et al., 2010;
PROJAHN; KOENEN, 2012; SLACK; WEIDHAAS, 2008).

Os genes de miRNA podem variar amplamente em sua localizagdo no
genoma (KIM; NAM, 2006). Estudos revelaram duas classes distintas de miRNAS,
gue podem ser transcritos a partir de regides intergénicas (em torno de 30%), ou
de regibes intragénicas, quando estado localizados dentro da estrutura de um gene
(MONTEYS; SPENGLER; WAN, 2010).

Neste Ultimo caso, aproximadamente, 70% sao transcritos sobrepostos as
regides intrbnicas e exbdnicas de genes codificadores ou ndo codificadores de
proteinas, e podem ser transcritos de ambas as fitas do DNA, mais frequentemente
pela RNA polimerase Il (EDELSTEIN; BRAY, 2011; MONTEYS; SPENGLER; WAN,
2010).

Uma caracteristica importante dos genes dos miRNAs é que os seus loci sao
regularmente agrupados no genoma. O miRBase descreve que mais de 50% dos
mMiRNAs de animais sdo organizados em clusters (agrupamentos), sendo
transcritos como genes policistronicos sob o controle transcricional de unidades
promotoras compartilhadas ou individuais, gerando multiplos miRNAs a partir do

mesmo transcrito primario. Também foram descobertos grupos de genes de




INTRODUCAO 35

MiRNAs coexistentes, formando unidades policistronicas com o potencial de serem
transcritos como uma unidade individual (KIM; NAM, 2006; MARCO et al., 2013).

Os miRNAs em um determinado agrupamento estdo frequentemente
relacionados entre si, sugerindo ser um resultado da duplicagdo génica. Um
agrupamento de genes de miRNA também contém, frequentemente, miRNAs néo
relacionados (CULLEN, 2004; KIM; NAM, 2006). Estudos mostram que os miRNAs
agrupados sao funcionalmente relacionados por terem como alvo 0 mesmo gene
ou genes diferentes ha mesma via (BONCI et al., 2008; HUA et al., 2018).

Um evento importante e bastante revisado na literatura dos miRNAs é a
biogénese que esta sujeita a um controle temporal e espacial, em que a
desregulagédo dos miRNAs estd associada a muitas doencas humanas (HA; KIM,
2014). Na FIGURA 5, sao apresentadas as principais etapas de um modelo de

biogénese proposto em animais e que foi revisada por Bartel (2018).

Em animais, no nucleo celular, os miRNAs sdo transcritos pela RNA
polimerase Il (Pol II), como parte de RNAs muito mais longos chamados de pri-
mMiRNAs. Cada pri-miRNA tem pelo menos uma regido que se dobra sobre si

mesma para formar um substrato em formato de hairpin (BARTEL, 2018).

Esses pri-miRNAs séo processados por um complexo de processamento de
mMiRNA formado pela Drosha/DGCRS8 (DiGeorge syndrome chromosomal 8), uma
uma RNase Il que cliva o pri-miRNA em uma sequéncia mais curta com
aproximadamente 65 pares de bases (pb) em forma de loop, conhecido como
MiRNA precursor (pre-miRNA), (HA; KIM, 2014; KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ,
2010).

Em seguida, o pre-miRNA é transportado ao citoplasma pela Exportina 5 e
RAN-GTP, onde serad processado pela Dicer, uma endonuclease com dois
dominios da RNase Ill, associada com a proteina TRBP (Transactivation
responsive RNAs biding protein), que cliva os dois filamentos proximo ao loop do
precursor, gerando um duplex mIRNA, exibindo suas cadeias com
aproximadamente 20 pb, sendo exposto em uma de suas extremidades um fosfato

5 e uma “saliéncia” de 2 nt em cada extremidade da regido 3’, que sao feitos por
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Drosha e Dicer (BARTEL, 2018). A FIGURA 6 ilustra as principais etapas

enzimaticas para processar transcritos primarios em miRNAs durante a biogénese.

FIGURA 5: A BIOGENESE E A FUNCAO DO MicroRNA. A biogénese dos miRNAs compreende
as fases de processamento de transcricdo dos seus genes pela Pol I, acdo de Drosha, exportacéo

do ndcleo para o citoplasma pela Exportina-5, agdo endonucleotidica de Dicer e a formagédo do

complexo RISC.
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Fonte: adaptado (BARTEL, 2018).
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FIGURA 6: PRINCIPAIS ETAPAS ENZIMATICAS NECESSARIAS PARA PROCESSAR
TRANSCRITOS PRIMARIOS EM miRNAs MADUROS NA VIA DA BIOGENESE. (A) O pri-miRNA
€ clivado com preciséo pela Drosha/DGCR8 em uma regido com aproximadamente 11 pb da jungéo
basal entre 0 RNA de fita simples e o dsRNA (RNA fita dupla), e aproximadamente 22 pb da juncéo
apical ligado ao stem-loop. (B) Dicer reconhece os terminais do pre-miRNA que séo acessiveis pelos
dominios PAZ (PIWI — Argonauta AGO) do Dicer humano, que contém duas regides, uma que
interage com a terminal 5’ fosforilado do pre-miRNA e outra que interage com o outro terminal 3’. A
estrutura em forma de “caule” do pré-miRNA ¢é alinhado ao longo do eixo da proteina, de forma que
Dicer meca uma distancia definida em ambos os terminais, para que os dominios cataliticos da
RNase Il (RllIDa e RIIIDb) atuem na posigcao aproximada de 22 nucleotideos (nt). Pontos esses,

afastados do terminal fosforilado.
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Fonte: adaptado HA; KIM, 2014.

Uma vez formado, o duplex de miRNA é carregado em uma proteina
Argonauta mediada por chaperonas (HSC70/HSP90), que usam ATP para auxiliar
a Argonauta assumir uma conformacgéo aberta de alta energia adequada para a
ligacdo do duplex rigido miRNA (IWASAKI et al., 2010). Apds o carregamento do
duplex, a Argonauta volta a sua conformacéo no estado fundamental, onde ocorre
a incorporagdo seletiva de uma cadeia madura do miRNA ou de ambas,
dependendo da sua instabilidade termodinamica e fragilidade do pareamento de

bases em relagdo a cadeia oposta (BARTEL, 2018).
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Uma vez carregado no complexo silenciador RISC (RNA-Induced silencing
complex), FIGURA 5, a cadeia madura do miRNA se liga em sitios dentro de
MRNAs alvos para direcionar a sua repressao pos-transcricional, a qual ocorre nos
corpos de processamento denominados P-bodies, que sao estruturas
citoplasmaticas envolvidas no controle da expressdo génica (BARTEL, 2018;
DANGWAL; THUM, 2012, 2013; HA; KIM, 2014a). Assim, o miRNA maduro se liga
a regido nao traduzida de 3'-UTR de mRNAs-alvos especificos, o que leva a sua
desestabilizac&o, provocando a clivagem ou a represséo do alvo de acordo com a
complementaridade da sequéncia com a regido seed do miRNA, FIGURA 5 (HA;
KIM, 2014; KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010).

Abordagens sobre predicdo de alvos de miRNAs tém sido eficientes
utilizando algoritmos que exploraram adequadamente determinados conjuntos de
dados capazes de melhorar o desempenho na identificacdo desses alvos (FAN;
KURGAN, 2014; LIU et al., 2010; SAITO; SETROM, 2010; SONG et al., 2012).

1.2.2 MicroRNAs em plaquetas

Os principais acontecimentos que levaram ao conhecimento cientifico sobre
a identificacdo dos miRNAs em plaquetas, apresentam diversos estudos publicados
em pouco mais de 10 anos. No contexto desse trabalho foi feito um levantamento
cronoldgico na base do PubMed, Google Scholar e bibliografias de estudos

publicados que foram resumidos em uma linha do tempo na FIGURA 7.

Estudos pioneiros levantaram a hipotese do possivel envolvimento de
MiRNAs na ativacao plaquetéria, pois foi demonstrado que o splicing do pre-mRNA
e 0 seu processamento durante a traducdo do mRNA, possibilitaram novas funcdes
gue permitiram as plaquetas ativadas alterarem o seu transcriptoma e proteoma em
resposta a ativacdo. Com isso, acreditava-se que esses eventos ocorriam em um
ambiente desprovido de nucleo, no meio citoplasmatico de plaquetas humanas
ativadas (DENIS et al., 2005; SCHWERTZ et al., 2006).

Em 2006, foi publicado por Garzon et al, um estudo que ficou conhecido

como microRNA fingerprints da fungéo plaquetéria. Nesse estudo, foi relatado que
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as plaguetas, mesmo desprovidas de nucleo e DNA gendémico, possuiam diversos
tipos de RNAs codificadores e nao codificadores. Nesse estudo foram a
identificados miRNAs hipo-expressos: miR-10a, miR-126, miR-106, miR-10b, miR-
17 e miR-20. Esses achados confirmaram o papel regulador do miRNA na
megacariocitopoiese (GARZON et al., 2006).

Estudos reconhecendo o papel dos miRNAs na biogénese e funcéao
plaquetaria, indicaram que essas células poderiam traduzir mMRNA em proteinas ou
RNA de transferéncia para células receptoras capazes de regular processos
funcionais. Apesar do seu pequeno tamanho e forma anucleada, a sintese da
transcricdo do RNA foi confirmada em megacariocitos (SCHUBERT; WEYRICH,;
ROWLEY, 2014).

O primeiro perfil de expressdo de miRNAs em plaquetas humanas foi
relatado como parte de um estudo teste, onde foram identificados MiRNAs
diferencialmente expressos em pacientes com Policitemia vera. Nesse estudo, foi
descoberto que a expressao do miR-26b era significativamente maior em plaquetas
de pacientes com esse distlrbio, quando comparados com os controles saudaveis.
Esse foi 0 primeiro estudo que identificou miRNAs como potenciais biomarcadores
de disturbios plaquetarios (BRUCHOVA; MERKEROVA; PRCHAL, 2008).

Landry et al. em 2009 publicaram um estudo utilizando microarranjo, o qual
mostrou a existéncia abundante de miRNAs plaquetarios, totalizando 219
transcritos. Esse estudo identificou a assinatura especifica e alguns exemplares de
mMiRNAs (miR-223, let-7c e miR-19a), além de componentes funcionais do
complexo efetor da maquinaria da biogénese (DICER e Ago2). Landry et al.,
demonstraram por validacao experimental que o miR-223 regula 0 mMRNA P2Y12,
uma proteina que desempenha um papel importante na modulacéo da funcéo das
plaquetas (LANDRY et al., 2009).
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FIGURA 7: PRINCIPAIS ESTUDOS QUE LEVARAM AO CONHECIMENTO CIENTIFICO DA IDENTIFICAGAO DOS miRNAs EM PLAQUETAS.
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e MAUES et al. (2018) e PONTES et al. (2015) s&o os estudos relacionados com esta tese.
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N&o levou tempo para que a investigacdo do papel dos miRNAs durante a
reatividade plaquetaria fosse esclarecido. Essa confirmacéao, foi notificada com a
descoberta da hipo-expressdo do miR-96, na regulacdo da expressao de
VAMP8/endobrevin, exercendo um impacto na represséo dessa proteina durante a
reatividade plaquetaria, associada com um perfil do genoma de individuos
saudaveis. Esse estudo mostrou como a reatividade plaquetéaria contribui para os
distarbios da hemostasia e trombose, por meio do aumento da secrecdo de
granulos em decorréncia de elevados niveis de VAMPS8/endobrevin (KONDKAR et
al., 2010).

O estudo comparativo de Nagalla et al. (2011), correlacionado com os
achados anteriores de Landry, usou uma estratégia com um amplo perfil genédmico
de miRNAs em 19 doadores saudaveis. Esse estudo, identificou um subconjunto
de 284 miRNAs em plaquetas, confirmando o miR-223 como o0 mais abundante.
Também foi demonstrado como os perfis de co-expressdo de miRNA-mRNA foram
correlacionados com a reatividade plaquetaria, consolidando a importancia do
papel regulador do miRNAs na modulacdo da traducdo de mRNA plaquetario
(NAGALLA et al., 2011).

No ano seguinte, foi obtido por NGS (Next Generation Sequencing -
Sequenciamento de Proxima Geracdo) um repertério e as caracteristicas de
mMiRNAs de plaquetas humanas que revelaram mais de 492 miRNAs maduros, além
de 40 novas sequéncias, confirmando os achados anteriores de que as plaquetas
apresentam sinais de modificacdes pds-transcricional, principalmente, adenilacao
terminal e uriadenilacdo. Além disso, foram encontrada inUmeras isoformas de
MiRNAs, resultantes dos processamentos alternativos feitos por Drosha/Dicer, que
mostraram como o repertério dos miRNAs de plaquetas é relativamente diverso e
complexo (PLE et al., 2012).

Posteriormente, foi observada a existéncia de um “perfil transcricional
altamente complexo em plaquetas humanas anucleadas”. Nesse estudo foi usado
0 RNA-Seq, com o qual se identificou a riqueza e a diversidade das moléculas de
RNA, sugerindo um contexto em que a biologia plaquetaria transcenderia as

descri¢cdes centradas em proteinas e miRNAs (BRAY et al., 2013).
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Nesse contexto, compreendendo que as plaguetas anucleadas né&o
possuiam um controle transcricional, alguns estudos apontaram que as diferentes
assinaturas moleculares dos miRNAs em disturbios decorrentes da ativacéo
plaquetaria, foram atribuidas a varios mecanismos entre os quais: liberacdo de
microparticulas, sintese de mMiRNAs maduros a partir da clivagem de seus
precursores e modificacbes pés-transcricionais (ELGHEZNAWY et al., 2015; PLE
et al., 2012; RISITANO et al., 2012).

Dois estudos demonstram o impacto dos miRNAs como biomarcadores de
doencas associadas as plaquetas. O primeiro deles, mostrou que o aumento da
ativacdo plaquetaria na doenca falciforme, contribuia para um estado de
hipercoagulabilidade, aumentando o risco de complicagfes trombdticas. Nesse
estudo, 40 exemplares de miRNAs foram associados com essa patologia, sendo
trés familias distintas de miRNAs: (hsa-miR-154, hsa-miR-329, e hsa-miR-376), que
exibiram expressdo reduzida quando comparadas com os aqueles dos controles
saudaveis (JAIN et al.,, 2013). Um segundo estudo, demonstrou os niveis de
expressdo do miR-150, significativamente reduzido em plaquetas avaliadas por
insuficiéncia cardiaca sistélica com fibrilacdo atrial, guando correlacionados com os

niveis de miRNAs plaquetarios circulantes (GOREN et al., 2014).

No ano seguinte, foi caracterizado o primeiro miRnoma do concentrado de
plaguetas estocadas em banco de sangue. Utilizando um sequenciamento NGS de
plaguetas armazenadas durante seis dias. Esse estudo identificou uma diminuicédo
gradual dos miRNAs mais abundantes no CPs. Foi observada que a relacao inversa
da expressdo entre miR-127 e miR-320a depende do tempo de armazenamento
das plaquetas. Além disso, essa relacdo possibilita a identificacdo de bolsas de CPs
gue ainda podem apresentar plaquetas fisiologicamente normais (ndo ativadas). Os
resultados deste estudo sugerem o uso de perfis de miRNAs como biomarcadores
de gualidade das plaguetas armazenadas em bancos de sangue (PONTES et al.,
2015).

Os sistemas de reducdo de patogenos (RP) para plaguetas armazenadas
em bancos de sangue foram estudados por Osman et al. Esse sistema usa uma

tecnologia Helinx baseada em psoraleno para inativacdo de patdgenos infecciosos
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e leucocitos em plaquetas e plasma, sendo projetados para inativar os acidos
nucléicos de patdogenos contaminantes por meio de mecanismos quimicos (SUN;
HU, 2016). Osman et al. avaliaram o impacto de miRNAs e mRNA (anti-apoptéticos)
na ativagéo e fungdo plaquetaria e concluiram que RP n&o afetou a sintese ou a
funcdo dos mMiRNAs plaquetarios. Consequentemente, esse sistema reduziu
significativamente metade dos niveis de miRNAs que foram monitorados, induziu a
ativacdo plaquetaria e comprometeu a resposta plaquetdria aos agonistas
fisiologicos, resultando na liberacdo de miRNAs plaquetarios por meio de
microparticulas (OSMAN et al., 2015).

YU et al., descreveram os miRNAs envolvidos na regulacdo da expressao
génica de apoptose nas plaquetas. As plaquetas contém um DNA mitocondrial, que
desempenha um papel fundamental na regulacdo da apoptose (YU et al.,
2014). Um segundo estudo, demonstrou um aumento significativo da expressao
do miR-326 em plaquetas obtidas por aférese que foram armazenadas in vitro. O
regulador da familia Bcl-2, composto pelo anti-apoptético Bcl-xL, foi identificado
como um alvo do miR-326 (YU et al., 2015).

Um estudo de Rowley et al. avaliou formalmente a contribuicdo de Dicerl e
o papel do miRNA nas fun¢bes plaquetarias (FIGURA 8). Os autores usaram um
sistema de excluséo condicional para Dicerl em megacariocitos e plaquetas, com
0 objetivo de moldar o perfii de mMRNAs e a funcdo plaquetaria em murinos
(ROWLEY et al., 2016).

A ablacdo de Dicerl em plaquetas levou a superexpressdo da proteina
integrina aupPs na superficie dessas células e o aumento da reatividade plaquetaria.
Dessa forma, concluiram que a modulacéo desse mMRNA por miRNAs pode ocorrer
no megacariocito e potencialmente em plaquetas na circulacdo sanguinea ou
durante o armazenamento. Os resultados desse estudo demonstram que o0s
mMiRNAs processados por Dicerl regulam fortemente a reatividade plaquetéaria
(BOILARD; BELLEANNEE, 2016).
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FIGURA 8: A MODULACAO DO REPERTORIO DE mRNA DE PLAQUETAS POR miRNAs. Os
miRNAs dependentes de Dicerl modulam os perfis de mRNA nas plaquetas, como os mRNAs que
codificam Itgb2(allb) e Itgh3(B3). Essa modulagdo pode ocorrer no megacariocito e, potencialmente,

também ocorre em plaquetas na circulagdo sanguinea ou durante o armazenamento.
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Um estudo utilizou analises de ferramentas de bioinformatica, para explorar
a predicdo de alvos de miRNAs relacionados com o metabolismo da energia
mitocondrial. Dahiya et al. descobriram que o0 miR-570 interagiu com a subunidade
mitocondrial de ATPase (ATP5L) que codifica 0 mRNA em plaquetas armazenadas.
Esse estudo apontou o0 miR-570 como um biomarcador confiavel para a qualidade

e viabilidade de plaquetas armazenadas (DAHIYA et al., 2016).
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Estudos mais recentes foram encontrados com abordagens sobre o papel
dos miRNAs derivados de microparticulas de plaquetas, transferidos in vivo para
células tumorais com a funcéo reguladora sobre a expressdo de genes nessas

células, modulando a progresséo tumoral (MICHAEL et al., 2017).

Assim como o estudo de Ambrose et al. utilizou o microarranjo e demonstrou
que as plaquetas de individuos saudaveis, quando ativadas, liberam
microparticulas extracelulares na circulagédo, dependente de agonistas especificos
para receptores de colageno. Nesse estudo foi identificado o miR-223-3p como o
mais abundante, além de um total de 57 a 79 miRNAs diferentes e dependentes de
agonistas que foram identificados apés as plaquetas desencadearem a ativacdo
(AMBROSE et al., 2017).

Uma outra abordagem com microarranjo, identificou 115 miRNAs
diferencialmente expressos no sangue de 22 pacientes com Trombocitopenia
Imune (ITP). A predicdo por bioinformética demonstrou 0s seguintes exemplares:
hsa-miR-548a-5p, hsa-miR-1185-2-3p, hsa-miR-30a-3p, hsa-miR-6867-5p, hsa-
mMiR-765 e hsa-miR-3125, que estavam associados com a apoptose e adeséo das
plaguetas na ITP (DENG et al., 2017).

Um estudo recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa integrou os
dados de NGS publicados por PONTES et al. (2015) aplicando uma abordagem
OMICAZ? com ferramentas e analises de bioinformatica, para identificar os miRNAs
que mais sofreram variacdo de expressdo diferencial, provocado pelo
armazenamento prolongado por mais de cinco dias em bancos de sangue (MAUES
et al., 2018).

2 A era OMICA, também chamada classicamente de era P6s-Gendmica, € descrita como o
periodo de tempo que estende a primeira publicagdo do esbogo do sequenciamento do genoma
humano em 2001, pelo Consércio internacional do Sequenciamento do Genoma Humano, publicado
por Venter et al., naquele ano. Dez anos ap0s esse marco, 0 uso extensivo de tecnologias analiticas
de alto rendimento, computacéo de alto desempenho e grandes avanc¢os em bioinformatica tém sido
aplicados para resolver questdes fundamentais na biologia molecular, bem como para encontrar
pistas sobre doeng¢as humanas como o cancer e envelhecimento. O sufixo -OME é utilizado para
tratar objetos de estudo de areas, principalmente, como genoma, transcriptoma, proteoma ou
metaboloma. Abordagem OMICA visa a caracterizacdo coletiva e a quantificacdo de pools de
moléculas biologicas que se traduzem na estrutura, funcdo e dinamica de um organismo
(GASTINEL, 2012).
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1.2.3 Identificacdo de miRNAs com o método RNA-Seq

Abordagens experimentais em larga escala para a identificacdo dos
primeiros miRNAs ficou limitada as técnicas de clonagem que enfrentaram grandes
dificuldades em virtude do pequeno tamanho dos miRNAs, efeitos fenotipicos
muitas vezes discretos e expressdo em condi¢cdes ou tipos celulares especificos
(MENDES; FREITAS; SAGOT, 2009).

O desenvolvimento da tecnologia de RNA-Sequencing (RNA-Seq), aliado ao
advento das tecnologias de alto rendimento por NGS, permitiu a identificacdo e
caracterizacdo de novos transcritos a um baixo custo e alta eficiéncia (MENDES;
FREITAS; SAGOT, 2009).

Ambros et al. apresentaram a identificagéo e anotacao de novos miRNAs de
diversos organismos. A constru¢do do banco de dados denominado de “Rfam de
familias de RNA”, forneceu uma compreensdo on-line para as atribuicbes dos
miRNAs (AMBROS, 2003).

Essas tecnologias impulsionaram o implemento de um banco de dados
chamado miRBase (http://www.mirbase.org), que assumiu a funcionalidade de
registro de microRNAs, expandido com funcdes principais, o qual atua como um
repositério independente da nomenclatura de genes de miRNAs, fornecendo
interfaces integradas, anotacbes e alvos previstos (GRIFFITHS-JONES et al.,
2006).

Na sua versado atual, o0 miRBase versdo 22, disponibiliza os dados mais
recentes e atualizados no endereco (ftp://mirbase.org/pub/mirbase/), acessivel com
38.589 loci de genes de miRNA de 271 espécies, expressando 48.885 miRNAs
maduros, 10.031 novas sequéncias de hairpins e 13.149 miRNAs maduros que

foram adicionados em relacdo a versao anterior (http://www.mirbase.org/).

A identificacdo correta dos miRNAs pelo método de RNA-Seq depende
fundamentalmente das caracteristicas proprias que os distinguem de outros
pequenos RNAs. Nesse tipo de experimento, produz-se dezenas ou centenas de
milhdes de sequéncias em forma de leituras (reads) dos precursores de miRNAs

que precisam ter a sua posi¢do e localizacdo genémica devidamente anotados
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(PRITCHARD; CHENG; TEWARI, 2012). Esses procedimentos sao feitos por meio

de algoritmos computacionais (SUN et al., 2014).

Caso as sequéncias geradas, reads, forem provenientes de miRNAs
maduros, ap0s 0 mapeamento contra o genoma de referéncia, as sequéncias mais
abundantes devem conter entre 18-24 nt. Além disso, devem exibir um padréao de
mapeamento consistente com a estrutura da molécula precursora e, também, pelos
processamentos feitos por Drosha e Dicer, com a predominéancia da cadeia madura
do miRNA cobertas em regides 5p ou 3p de miRNAs precursores (FIGURA 9) (GUO
et al., 2015; MENDES; FREITAS; SAGOT, 2009).

Essas variantes de miRNAs sado denominados isomiRs, termo usado por
Morin et al. para se referir aos miRNAs que exibem variagcdes de suas sequéncias
causadas pelo processamento poés-transcricional (MORIN et al., 2008). Como os
isomiRs contém sequéncias diferentes, eles podem ter diferentes alvos e, portanto,
diferentes funcdes bioldgicas (DESVIGNES et al., 2015).

FIGURA 9: AS SEQUENCIAS DE miRNAs MADUROS GERADAS PELO EXPERIMENTO DE
RNA-SEQ. Essas sequéncias exibem padrédo tipico de mapeamento, precisdo e abundancia em
uma das possiveis regides maduras (-5p ou -3p) do precursor. Dessa forma, a maioria dos reads
correspondem a uma sequéncia predominante, proveniente de uma das regides maduras que foram

mapeadas em regides -5p ou -3p do precursor que origina 0 miRNA.
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Os reads dos miRNAs também podem ser mapeados para os fragmentos de
RNA de cadeia simples, liberados da porcdo do loop do hairpin de miRNAs
chamados miRNAs de origem do loop, (FIGURA 10). Esses miRNAs foram
observados abundantes e localizados no citoplasma incorporados em RISCs,
contendo Ago2 (WINTER et al., 2013).

Essas variantes séo reguladas independentemente e podem desempenhar
papéis cooperativos, complementares ou alternativos na fungcédo celular e na
regulacéo génica (DESVIGNES et al., 2015). Os seguintes miRNAs s&o exemplares
conhecidos dessa variante: hsa-mir-182, hsa-mir-147a, hsa-mir-300, hsa-mir-507,
hsa-mir-3609.

FIGURA 10: ESTRUTURAS DE LOOP-miR. (A) Os precursores de miRNA podem ser processados
em trés moléculas curtas de RNA de cadeia simples, a partir da regido localizadas na cadeia madura
do miRNAs em regides 5p, 3p ou do loop-miR. (B) Exemplares selecionados de estruturas de pre-
miRNA geradoras de loop-miR. As setas pretas mostram os pontos de clivagem feitos por Dicer, a

partir das quais séo verificadas as regides de loop na cadeia do miRNA.
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Apos a identificacdo ou caracterizacdo de novos miRNAs, existe uma etapa
seguinte que consiste na quantificacdo da expressao génica, a qual se utiliza o
namero de reads que mapearam nas respectivas regides genémicas anotadas
como miRNAs. Entéo, séo aplicados métodos de normalizagéo de reads que levam
em conta o fator de normalizacdo e a quantidade de reads mapeados, para
comparar a expressao do miRNA entre as amostras (MOTAMENY et al., 2010). Os
métodos mais usados sdo implementados nos pacotes DESeq e edgeR, (ANDERS,;
HUBER, 2010; ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009)

Esses métodos assumem gue a maioria dos genes nao sao diferencialmente
expressos. No método com DESeq o fator de normalizacdo para cada amostra (ex.
tecido ou linhagem celular) é dado pela mediana da razdo do niamero de reads
correspondentes de cada gene sobre a média geométrica da contagem de reads
do respectivo gene em todas as amostras. Enquanto que, no método edgeR o fator
de normalizacdo chamado TMM (Trimmed Mean of M-values) é calculado para
cada amostra, tomando-se uma delas como referéncia e as demais como teste
(SEYEDNASROLLAH; LAIHO; ELO, 2013).

O TMM é calculado, pela média ponderada das razdes do niamero de reads
entre a amostra teste e a referéncia em escala logaritmica, ap6s a exclusdo dos
genes mais e menos expressos. O procedimento de normalizacdo da expressao
génica para miRNAs € obtido, dividindo-se o nimero de reads mapeados do miRNA
por este fator de normalizacdo. Para os miRNAs néo diferencialmente expressos,
o fator de normalizacéo deve ser proximo de 1 (SEYEDNASROLLAH; LAIHO; ELO,
2013).

Outro método usado em experimentos de expressao diferencial € a andlise
da distribuicdo de Poisson, quando se tem repeticbes para diferentes bibliotecas
(AUDIC; CLAVERIE, 1997). Nessa analise, quanto menor a probabilidade, mais
diferencialmente expresso serd o gene analisado entre ambas as bibliotecas, de
modo que as comparacdes serdo sempre duas a duas. Emprega-se, também, a
correcdo de Bonferroni, caso 0 mesmo teste estatistico seja aplicado repetidamente

para um mesmo conjunto de dados, onde o nivel a é ajustado conforme analise
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(AUDIC; CLAVERIE, 1997). O algoritmo IDEG6 € usado para essa finalidade
(ROMUALDI et al., 2003).

Assim, os resultados de normalizacdo e da analise da expresséo diferencial
podem variar bastante de acordo com a metodologia usada, principalmente, em

casos onde os experimentos sdo planejados sem repeticoes.

1.2.4 MiRNAs como ferramenta de medicao de qualidade do CP

As plaquetas mantidas em condicdes ex vivo, continuam a traduzir proteinas
e, ainda, mantém um processamento de precursores e miRNAs maduros que
confirma uma correlacdo entre o transcriptoma plaquetario e seu perfil proteémico,
preservando a sintese de novo de proteinas (SCHUBERT; DEVINE, 2010c;
SCHWERTZ et al., 2010; YAN et al., 2016).

Para investigar o dano do armazenamento em unidades de CP, o perfil de
expressdo diferencial de miRNAs é uma ferramenta util, principalmente na
identificacdo de alteracdes em plaguetas armazenadas em condi¢cdes ex vivo
(DAHIYA et al., 2015). Estudos revelaram uma relacao entre os perfis de miRNAs
com uma subsequente reatividade plaquetaria, sugerindo, assim, um papel
importante  na regulagcdo pés-transcricional durante 0 armazenamento
(EDELSTEIN; BRAY, 2011; YAN et al., 2016).

Esses estudos identificaram perfis de expressdo dos miRNAs de plaguetas
estocadas em diferentes intervalos de tempo, bem diferentes daqueles perfis de
expressdo encontrados em instantes iniciais do armazenamento, o que torna a
expressao diferencial de miRNAs uma ferramenta Gtil para medicdo de qualidade
em bancos de sangue (KANNAN et al., 2009; PONTES et al., 2015; YU et al., 2014).

Por exemplo, PONTES et al., revelaram pontos importantes acerca do perfil
de miRNAs mais expressos no CP armazenado por até sete dias. Provavelmente,
os pre-miRNAs que regulam a senescéncia foram clivados, apds o quinto dia de
armazenamento por enzimas de edicdo de RNA, RNases, e RNA helicases,
aumentando, assim, o numero dos miRNAs para inibir a traducdo de proteinas
induzidas pelo estresse (PONTES et al., 2015).
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Outra evidéncia estéa relacionada com as alterac6es moleculares em Dicerl,
(FIGURA 8), que podem influenciar diretamente a diminuicdo da quantidade de
mMiRNAs que regulam fortemente a reatividade plaquetaria. Essas modificagdes,
pés-transcricionais, podem induzir a biogénese e a estabilidade do miRNA durante
0 armazenamento ex vivo de plaquetas (BOILARD; BELLEANNEE, 2016;
NAGALLA et al., 2011; ROWLEY et al., 2016).

A liberag&o de microparticulas (MPs) ricas em miRNAs séo desencadeadas
principalmente por fatores como o estresse de cisalhamento e a ativacdo, que
também podem modificar os perfis de expressdo de mIRNAs durante o
armazenamento em bancos de sangue (BOILARD; BELLEANNEE, 2016;
LAFFONT et al., 2013). Essas MPs, também conhecidas como exossomos, sao
vesiculas de origem endocitica liberadas por tipos celulares normais, saudaveis ou
danificados e representam mais de 70% do total de MPs circulantes no sangue
(HUNTER et al., 2008) (RATAJCZAK et al., 2006).

As MPs sao liberadas a partir da membrana plasmatica no ambiente
extracelular e facilitam a comunicacdo entre as células. Apesar de seu pequeno
tamanho, medindo de 50 nm a 1 um, as MPs sdo enriquecidas com um amplo
repertério de substancias e receptores bioativos em sua superficie. Abrigam um
conjunto concentrado de citoquinas, proteinas de sinalizacdo, mMRNA e miRNA, que
transferem parte de seus componentes e conteudo para células alvos (MAUSE;
WEBER, 2010).

Por exemplo, YAN et al., reportaram que a diminui¢cdo da abundancia dos
mMiRNAs em plaquetas ocorre por causa da sua ativacao e liberacdo das MPs ricas
em miRNAs (YAN et al., 2016). Estudos com plaquetas tratadas com redutor de
patogenos, exibiram uma diminuicdo da quantidade de miRNAs em plaguetas que
foram ativadas por esse tratamento (MUNDT et al., 2014; OSMAN et al., 2015).

Foi relatado que os efeitos de resfriamento ou congelamento das plaguetas
residuais no plasma, promoveu o aumento do niumero de MPs em plaquetas
ativadas, que acarretaram mudancas nos perfis de miRNAs com um aumento de

expressao para os exemplares miR-21 e miR-27b (MITCHELL et al., 2016).
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Estudos mostram que as MPs podem ser formadas por trés diferentes vias.
Primeiramente na via exossomal em que mostra o brotamento do limem de corpos
multivesiculares, sendo liberados por exocitose e sdo importantes intermediarios
em vias endo-lisossomais. Os exossomos apresentam diferentes perfis de RNA,
sugerindo uma incorporacao seletiva e ativa de miRNAs, conforme mostrado na
(FIGURA 11) (GIBBINGS et al., 2009; JAGOT; DAVOUST, 2016).

FIGURA 11: PRINCIPAIS VIAS DE BIOGENESE DA VESICULA EXTRACELULAR E A
INCORPORACAO DE miRNAs EM EXOSSOMOS. (1) A via exossdmica inclui a formacdo de
corpos multivesiculares. Seguido pela formacao de brotamento de exossomo no limen de corpos
multivesiculares e liberacdo exossdbmica mediada por exocitose. (A) Conforme o modelo de
GIBBINGS et al. (2009), ocorre a incorporacdo de miRNAs dependentes de RISC e ESCRT em
exossomos (B) Via principal da biogénese do miRNA. (2) A via microvesicular: a capta¢do de
miRNAs pelas microvesiculas. (3) A via apoptética: células apoptoéticas liberam corpos apoptéticos

contendo fragmentos do nucleo e possiveis miRNAs.
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GIBBINGS et al., destacaram que essa incorporacdo seletiva e ativa de
MiRNAs pelos exossomos, é dependente do complexo RISC e de um outro
complexo denominado ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport — Complexo de triagem endossdmica necessarios para o transporte).
Esses dois complexos estdo envolvidos em eventos importantes da biogénese do
MIiRNA, respectivamente, empenhados no bloqueio da tradu¢cdo de mRNA e nos
processos de brotamento (FIGURA 11) (GIBBINGS et al., 2009).

Em seguida a categoria de MPs esta inserida em uma via microvesicular de
particulas, compreendidas entre 100-1000 nm, que brotam de maneira direta da
membrana plasmatica das células e executam a captacdo de miRNAs. E por fim a
via apoptética é identificada em corpos apoptéticos, frequentemente, muito
maiores, e, provavelmente, derivados de células endoteliais. Os corpos apoptoticos
sao veiculos de transporte de miRNAs (FIGURA 11) (JAGOT; DAVOUST, 2016).

Dessa forma, a estabilidade dos miRNAs circulantes desregulados
presentes em fluidos corporais é usada como potencial biomarcador circulante para
uma variedade de condi¢des patoldgicas (IACOMINO et al., 2016; MATAMALA et
al., 2015). O desenvolvimento de técnicas recentes nesse campo para medir 0S
niveis absolutos e relativos de miRNAs, levaram ao reconhecimento do seu papel

como biomarcador em plaquetas armazenadas (DAHIYA et al., 2015).

Mediante ao exposto, o perfil de expressdo diferencial de miRNAs pode
prever e monitorar, quantitativamente, como a meia-vida da molécula do miRNA
varia e sofre rapidas mudancas de estabilidade, que pode ser influenciado pelo

tempo armazenamento prolongado em banco de sangue (KANNAN et al., 2009).

1.2.5 Reconhecimento de padrdées em Bioinformatica

O reconhecimento de padrbes em bioinformatica visa desenvolver sistemas
gue sejam capazes de aprender a resolver um determinado problema, a partir da
utilizacado de um conjunto de padrées como exemplos, cada um, representado por
uma série de recursos (DE RIDDER; DE RIDDER; REINDERS, 2013).
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Para isso, os algoritmos de aprendizado de maquina sdo muito utilizados e
podem ser divididos em supervisionados e nao-supervisionados. O primeiro
método necessita de uma entrada que consiste em exemplos de treinamentos com
rétulos escolhidos, por exemplo: caso e controle, (FIGURA 12A). Esse algoritmo
analisa os dados de treinamento e produz uma funcéo inferida que pode ser usada
para classificar as amostras, (GALLOWAY et al., 2016).

FIGURA 12: MODELO DE APRENDIZADO SUPERVISIONADO E NAO-SUPERVISIONADO. (A)
No aprendizado de maquina supervisionado, um conjunto de dados de treinamento com classes
rotuladas, por exemplo, caso ou controle, é fornecido. Um modelo é treinado para diferenciar ao
méaximo os casos e controles. Entdo, as classes de novas amostras sdo determinadas. (B) Um
modelo de aprendizado de maquina ndo-supervisionado, em que as amostras ndo séo rotuladas.
Algoritmos de clusteriza¢@o sdo exemplos desse método, com uma finalidade de se descobrirem
grupos de amostras que sdo altamente semelhantes entre si e distintas de outras amostras. Por
exemplo: Agrupamento hierarquico (C) E um dendograma que representa um conjunto de objetos
e seus agrupamentos. A altura do caule desse dendograma mostra a sua disténcia parametrizada
com alguma métrica utilizada. (D) Um agrupamento resultante quando o dendograma foi seccionado
na linha pontilhada (C) para gerar um ndmero especifico de agrupamentos.
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Fontes: adaptados de GALLOWAY et al., 2016 e DE RIDDER; DE RIDDER; REINDERS, 2013.
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O segundo meétodo, ndo-supervisionado, a entrada € um conjunto de
exemplos ndo-rotulados e sem classes predefinidas, com o objetivo de descobrir
sinais ocultos dentro dos dados. Enquanto o primeiro método de aprendizado é
executado para classificar novas amostras, o segundo método é usado para
detectar agrupamentos, baseado em alguma métrica de similaridade, onde uma
funcdo de distancia pode ser aplicada (FIGURA 12B) (GALLOWAY et al., 2016;
RAJAPAKSE; WONG; ACHARYA, 2006).

A utilizacdo desses recursos na resolugdo de problemas bioldgicos inclui o
uso continuo de métodos de agrupamentos, também, conhecidos como
agrupamento hierarquico. Com esse recurso é possivel identificar os padrées
inerentes em um conjunto de dados que possa estar bem estabelecido, (FIGURA
12C-D). Dados de expressdo génica, dados de anotacdo funcional, dados
protedmicos e dados que agregam informacdes bioldgicas sdo bastante aplicaveis
esses recursos (RAJAPAKSE; WONG; ACHARYA, 2006).

Estudos produzidos pelo avango da tecnologia de alto rendimento por NGS,
produzem um grande volume de dados e estdo sendo cada vez mais modelados
com essas ferramentas de andlise de padrées. Por esse motivo, a mineracao
desses dados recorre a classificacdo, previsdo, clusterizacdo e extracdo de

padrdes e informacdes de interesse biolégico (USMAN ALl et al., 2017).

No entanto, apesar de os dados da bioinformatica, mostrarem-se de larga
escala e com centenas de atributos que afetam o desempenho de algoritmos de
aprendizado de maquina, a utilizacdo dessas ferramentas para classificacdo e
predicdo, requer uma selecdo apropriada de atributos de dados para obter os
resultados mais precisos (USMAN ALl et al., 2017).

Por exemplo, o agrupamento mostrado na FIGURA 12C, permite subdividir
um conjunto de objetos de tal forma que, os objetos similares se enquadram no
mesmo agrupamento, enquanto aqueles objetos diferentes se enquadram em
diferentes agrupamentos ou sob as condic¢des investigadas. Os agrupamentos de
expressao génica tendem a ser significativamente enriquecidos em categorias

funcionais especificas. Ainda assim, essa ferramenta pode ser Gtil para inferir um
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papel funcional de genes desconhecidos em um mesmo agrupamento (KONISHI,
2015).

Com o advento dos experimentos de alto rendimento (sequenciamentos), 0S
problemas bioldgicos se tornaram um desafio, por conta do grande volume de
dados multivariados, geralmente, apresentados com um formato de matriz. Para
essa finalidade, esses tipos de dados podem ser implementados em algoritmos de
imagens de alta resolugcéo, como uso de heatmaps que sdo usados para extrair
recursos relevantes para algum prognastico clinico (METSALU; VILO, 2015).

Outro recurso que pode ser implementado em analise de padrées em
Bioinforméatica é conhecido como PCA (Principal Component Analysis - Analise de
Componentes Principais). O PCA € um método de reducéo de dimensao cléassica
em que um conjunto de dados multivariados é linearmente transformado em um
conjunto de variaveis ndo correlacionadas, ordenadas de maneira descendente
pela variancia, explicada por JOLLIFFE (2002). Desta forma, pode-se interpretar 0s
primeiros componentes principais que muitas vezes explicam grande quantidade
de variacdo desses dados (METSALU; VILO, 2015).
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Milhares de produtos derivados do sangue sao transfundidos a cada ano e
muitas vidas séo diretamente afetadas pela transfusédo, necessitando-se melhorar
cada vez mais as ferramentas e as estratégias que avaliam a qualidade dos
produtos derivados do sangue, nos processos de producao e manipulagédo, com o
objetivo de garantir seguranca e eficacia para a saude dos pacientes (Liumbruno,
2008; Marti-Carvajal et al., 2015).

Este estudo tem a sua aplicacdo associada a producdo de conhecimento e
de uma metodologia inovadora para a superacao de um problema enfrentado pelos
bancos de sangue e que ndo pode ser resolvido apenas por uma combinacéo de

meios de intervencao ja existentes.

O concentrado de plaquetas € um dos principais produtos derivados do
sangue utilizado na transfuséo terapéutica. Este hemocomponente necessita de
armazenamento especial, pois as plaquetas quando armazenadas a temperatura
ambiente para transfusdo, por mais de 5 dias, sofrem alteracdes coletivamente

conhecidas como lesdes de armazenamento plaguetério (DASGUPTA et al., 2010).

No presente estudo, foi possivel identificar a maior quantidade de miRNAs
desregulados durante o armazenamento plaquetario, sendo de extrema
importancia para a medicina da transfusdo, pois a identificacdo desses
biomarcadores propde legitimar uma solucdo biotecnolédgica, desenvolvida pelo
nosso grupo de pesquisa, para um grave problema que afeta a saude publica e
privada, que € a caréncia de CP que comumente atinge paises com poucos

doadores de sangue, como o Brasil.

Embora estudos anteriores tenham identificado o perfil de miRNAs mais
expressos em plaquetas estocadas em bancos de sangue, representando um
avancgo significativo, ainda é carente na literatura estudos sobre a caracterizagéo
da expressao diferencial de miRNAs, que podem ser usados como ferramenta para

medir a qualidade do CP durante o armazenamento.

As praticas de transfusdo do CP podem ser sub-6timas de varias maneiras
e variam amplamente entre diferentes hospitais e clinicas. Considerando o numero

de doadores de sangue com estado de saude sub-6timo do qual a bolsa de CP é
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composta, a identificacdo dos perfis de miRNAs para medir a qualidade do CP é
possivel. Visto que esses miRNAs podem ser quantificados rapidamente antes que
as bolsas de CPs sejam descartadas e, por meio da analise da expresséo
diferencial, informar a futura tomada de decisdo na governanca dos bancos de

sangue sobre a qualidade dos CPs.
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3.1 GERAL
Identificar miRNAs diferencialmente expressos ap0s o primeiro dia de
armazenamento das plaguetas no CP e descrever quais sofreram mudancas
significativas de expressao para serem potencias candidatos a biomarcadores

de lesé@o plaquetéria durante o armazenamento.

3.1 ESPECIFICOS

a. ldentificar miRNAs diferencialmente expressos no CP apds o primeiro dia de

armazenamento das plaquetas;

b. Descrever um perfil de assinaturas de expressao dos miRNAs diferencialmente

expressos no CP;

c. Selecionar os miRNAs como candidatos a potenciais biomarcadores de leséo
plagquetaria;

d. Validar os miRNAs que mais sofreram variagao de expressao diferencial com o

meétodo de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real;

e. Analisar com métodos de agrupamento hierarquico e PCA (Principal
Component Analysis) as mudancas significativas de expressdo em grupos de
MiRNAs.
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4.1 Declaracao de ética

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundagdo HEMOPA (Parecer 194.196 aprovacao 17 de outubro de
2012)) para a obtencdo das amostras (CP a partir do ST).

4.2.1 Proveniéncia dos dados publicos utilizados

Todos os procedimentos utilizados para o sequenciamento NGS do
concentrado de plaquetas que gerou os dados desse estudo estdo descritos por
(PONTES et al., 2015).

4.2.2 Dados de expressdo de miRNAs

Os dados brutos de RNA-Seq de pequenos RNAs dos concentrados de
plaguetas do estudo de Pontes et al. (2015) foram obtidos em formato (.SRA),
disponiveis GEO® (Gene Expression Omnibus) com o numero de acesso:
GSE61856. Os dados das amostras do concentrado de plaguetas foram obtidos
dos datasets descritos na TABELA 1.

TABELA 1: AMOSTRAS USADAS NESSE ESTUDO.

Tipo celular: Plaquetas

Amostras (GEO)* Nome da amostra SRA Referéncia

GSM1515807 Plaquetas 1°dia SRX716593 PMID: 26121269
GSM1515808 Plaquetas 2° dia  SRX716594
GSM1515809 Plaguetas 3°dia SRX716595
GSM1515810 Plaquetas 4° dia  SRX716596
GSM1515811 Plaquetas 5° dia ~ SRX716597
GSM1515812 Plaquetas 7°dia SRX716598

* Acesso: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE61856).

3 GEO: Gene Expression Omnibus € um repositorio publico internacional que arquiva e
distribui gratuitamente dados de microarray, dados de NGS e outras formas de dados genémicos
funcionais de alto rendimento submetidos pela comunidade de pesquisa.
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4.2.3 Genoma de referéncia e anotacdo dos miRNAs

Para a etapa de mapeamento e anotacdo dos miRNAs foi usado o genoma
humano de referéncia (Homo sapiens) hgl9 e sua respectiva versao foi obtido do
UCSC Genome Browser (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html). As
sequéncias em formato FASTA das regifes precursoras e maduras dos miRNAs,
anotados para a espécie humana, foram obtidas do repositério oficial de miRNAs, o
miRBase (http://www.mirbase.org) - versdo 21, bem como as coordenadas
gendmicas dessas regides foram extraidas de arquivos em formato GFF3,

disponiveis em: ftp://mirbase.org/pub/mirbase/21/.

4.3 ldentificacao in silico dos miRNAs

Os reads obtidos do SRA* (Sequence read archive) das amostras da
TABELA 1 das seis bibliotecas foram baixadas do GEO: GSE61856. Esses reads
com adaptador 3’, detectadas com um comprimento de sequéncia menor do que
17 nucleotideos (nt) foram removidas com o Cutadapt (MARTIN, 2011). Foram
Identificadas mais de 90% das reads de alta qualidade em todas as bibliotecas, as
quais ja tinham sido avaliadas pelo software FASTQC no estudo de PONTES et al.,
2015. A segunda estratégia de verificacdo de qualidade das leituras foi executada
para avaliar a distribuicdo do comprimento dessas leituras que deveriam estar
centralizadas em 22 pb. Verificamos que o comprimento dessas leituras
qualificadas foi menor de 20% de um total de 44% de miRNAs humanos que foram

mapeados.

Quando alterado o critério de comprimento das leituras qualificadas para um
comprimento de 15-35 nt, as seis bibliotecas mostraram fortes picos no

comprimento de 32 nt. A analise da categoria de leituras mostrou que a maioria

4 SRA: Sequence Read Archive disponibiliza dados de sequéncias bioldgicas a comunidade
de pesquisa para melhorar a reprodutibilidade e permitir novas descobertas, comparando conjuntos
de dados. Além disso, o SRA armazena dados de sequenciamento bruto e informacbes de
alinhamento obtidos com diversas plataformas de sequenciamento de alto rendimento.
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dessas leituras maiores que 22 nt pertenceram a hcRNA. Em seguida uma parte
da pipeline de alinhamento das leituras com CAP-miRSeq (SUN et al., 2014) foi
usado na quantificagdo dos miRNAs. Os miRNAs foram identificados com a
anotacao miRBase, version 21 (http://www.mirbase.org/). As principais etapas de
identificacdo dos miRNAs nos dados da TABELA 1 séo descritas em duas pipelines

da FIGURA 13.

FIGURA 13: PIPELINES PARA IDENTIFICACAO DE miRNAs. A pipeline 1: os reads brutos do
RNA-Seq foram limpos com a ferramenta CuAdapt para remover as sequéncias de adaptadores
usados durante o sequenciamento com a plataforma lllumina. A ferramenta STAR foi usada para o
alinhamento contra 0 genoma humano de referéncia. Em seguida, os reads das sequéncias curtas
foram anotados para precursores no miRBase versdo 21. A ferramenta HT-Seq count foi usada
para contagem dos miRNAs. A pipeline 2: usaram duas ferramentas que foram para identificar os
miRNAs maduros. De forma mais eficiente o alinhamento dos reads com CAP-miRSeq foi usado
na quantificacdo de miRNAs maduros que foram provenientes de uma das regiées maduras -5p ou

-3p.
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4.4 O perfil de miRNAs entre CP de diferentes dias de armazenamento

Os miRNAs comuns identificados entre os CPs de armazenamento do
primeiro dia foram usados como controle e os CPs dos outros dias de
armazenamento como os alvos deste estudo. Em seguida, foram feitas as
seguintes comparacdes: primeiro versus segundo, primeiro versus terceiro,
primeiro versus quarto, primeiro versus quinto e primeiro versus sétimo dia de
armazenamento. A ferramenta InteractiVenn (HEBERLE et al., 2015) foi usada para
identificar miRNAs comuns entre duas comparacdes na regido da intersecao do
diagrama de Venn, para todas as cinco comparacgfes. Partindo das cinco
comparacdes usando o diagrama de Venn, somente os mMiRNAs comuns
identificados entre dois dias foram selecionados para analise de expressao

diferencial

4.5 Anédlise da expressao diferencial dos miRNAs

Os reads brutos de cada sequéncia de miRNA foram normalizadas em RPM
(Reads per million — reads por milhdo) e as contagens de sequéncias expressas
diferencialmente entre as duas amostras (Controle versus Alvo) foram, entao,
analisadas utilizando o método de distribuicdo de Poisson (AUDIC; CLAVERIE,
1997) com o algoritmo IDEG6 (ROMUALDI et al., 2003). A medida do Log2 Fold-
Change (FC) = (Alvo/Controle) foi aplicada para estimar a expressao diferencial dos
miRNAs. A significancia estatistica dos miRNAs entre duas bibliotecas das
condic¢des investigadas foi estimada pelos valores de P. Foi usado a corre¢ao do
P-values com o método de Bonferroni (ABDI, 2007).

4.6 Validagéo da expressao de miRNAs em 100 unidades de CP

Buffy coat, uma abordagem tradicional para obter CP, foi usada nesse
experimento (HOGMAN, 1988; VASCONCELOS; FIGUEIREDO; SEGHATCHIAN,
2003). Para a obtencéo do CP, uma bolsa de sangue total (Bag-Matrix, 450 mL) foi




MATERIAL DE METODOS 67

centrifugada (Thermo Scientific) e fracionada no processador hematoldgico
Compomat G5 (Fresenius Kabi), que apés a separacéo das plaquetas das células
vermelhas do sangue, depositaram automaticamente o CP em uma bolsa satélite
(BONTEKOE et al., 2014). Assim, 99,9% (> 3 log1o) dos leucdcitos foram removidos
por filtracdo (BRUIL et al., 1995).

Cada CP é constituido por plaquetas de cinco dadores, para que a validacao
fosse realizada em 500 doadores, foram usados CPs de 250 homens e 250
mulheres na faixa etéria que compreende jovens adultos - entre 18 e 40 anos. Seis
dias de armazenamento foram analisados em um banco de sangue, e o primeiro
dia foi o controle para os outros cinco dias. Assim, cinco comparacfes de expressao
diferencial foram realizadas para cada um dos 14 miRNAs encontrados, totalizando
70 analises por CP.

Em 100 CPs foram realizadas 7.000 analises, o total desta validacéo. O Mir-
191 foi selecionado como um controle interno da eficiéncia da transcricdo reversa
e como miRNA de referéncia visto que € o mais altamente expresso em todos os
dias de armazenamento do CP no banco de sangue (PONTES et al., 2015). Todas

as reacdes RQ-PCR foram realizadas em triplicata para ambos 0s miRNAs.

Para quantificar os niveis dos miRNAs (miR-145-5p, miR-150-5p, miR-183-
5p, miR-26a-5p, MiR-331-3p, miR-338-5p, MiR-451a, miR-501-3p, MiR-99b-5p,
miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p e miR-939-5p), cada miRNA
foi isolado de 100 diferentes unidades de CP, usando o kit de isolamento
mirVanaTM miRNA (Thermo Fisher Scientific).

Os miRNA sofreram transcricao reversa utilizando o kit TagMan MicroRNA
Reverse Transcription de acordo com o protocolo do fabricante (Thermo Fisher
Scientific). A quantificacdo da expressdo dos miRNAs foi aferida com ensaios
TagMan microRNA para miR-145-5p (002278), miR-150-5p (000473), miR-183-5p
(002269), miR-26a-5p (000405), miR-331-3p (002233), MmiR-338-5p (002658), MiR-
45la (001141), miR-501-3p (001047), miR-99b-5p (000436), miR-1304-3p
(002874), miR-411-5p (001610), miR-432-5p (001026), miR-668-3p (467282_mat)
e miR-939-5p (002182) para RQ-PCR.
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O DNA complementar foi amplificado por RQ-PCR utilizando o kit TagMan
Universal Master Mix Il com UNG (Thermo Fisher Scientific) no termociclador
QuantStudio 7 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific). Todas as
reacoes de RQ-PCR foram realizadas em triplicata.

4.7 Estatisticas

Para testar o nivel de expressao relativa dos miRNAs, um primeiro teste com
ANOVA foi aplicado em mudultiplas comparacdes para estimar a significancia
estatistica da média relativa dos miRNAs em cada 100 unidades de CPs com (P
<0.001). Um segundo teste denominado Wilcoxon signed rank test (P <0.001) entre
a expressao relativa dos miRNAs do 2° e 4° dias foi aplicado. As analises de teste
estatisticos foram feitos com GraphPad Prism™ Software, (GraphPad Software
Inc., CA, USA, www.graphpad.com).

A analise do agrupamento hierarquico e heatmaps do perfil diferencial de
miRNAs no CP foram realizadas com o modulo GENE-E do software GenePattern
3.9.6 (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/). Andlise do PCA
(Principal Component Analysis) foi executada com a ferramenta ClustVis
(METSALU; VILO, 2015). As elipses do PCA foram preditas com 95% de confianca

para garantir a segregacao entre os grupos de miRNAs.
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5.1 Andlise das bibliotecas sequenciadas

Neste estudo, foram analisados os dados de seis bibliotecas sequenciadas
com NGS, correspondentes aos seis dias de armazenamento que geraram de 16 a
28 milhdes de reads (TABELA 2). Essas seis bibliotecas produziram juntas um total
de 108.557.843 reads de alta qualidade, (Tabelas Suplementares 1, Apéndice). A
partir desses resultados foi identificada a maior quantidade de precursores (pre-
mMiRNAS) na amostra controle do CP [(GSM1515807), TABELA 2], com um total de
612 pre-miRNAs que foram anotados no primeiro dia de armazenamento do CP.
No entanto, esta quantidade diminuiu em amostras do segundo para o quinto dia e
aumentou apenas na amostra do ultimo dia [(GSM1515812), TABELA 2], com um
total de 630 precursores contados.

TABELA 2: RESUMO DOS DADOS DE miRNAs DE PLAQUETAS. O numero de reads e miRNAs

identificados no concentrado de plaquetas (CP) nas seis amostras estudadas.

Dias de armazenamento do CP

Categorias: Primeiro Segundo Terceiro Quarto Quinto Sétimo

Total (nUmero de reads)  16.212.635 13.594.963 17.214.842 25.325.847 16.161.626 28.515.834

Alta qualidade” 15.179.341 12.594.629 16.110.892 23.520.798 14.946.449 26.205.734
Reads pre-miRNAs 1.273.327 1.318.186 1.235.562 1.442.130 1.122.239 1.275.954
Total: Pre-miRNAs 612 565 571 545 495 630
Reads (maduros) 5.288.808 3.428.769 3.314.392 2.242.834 1.221.476 3.064.272
Total: mMiRNAs maduros 807 739 737 704 622 810

miRNA, microRNA, " (Trimmed: Sequéncias aparadas).

Esse comportamento também foi monitorado quanto ao nimero de miRNAs
maduros. Na amostra controle do CP, foram identificados 807 miRNAs maduros,
correspondendo a mais de 5 milhdes dos reads mapeados, posteriormente houve
uma diminuicdo no decorrer do aumento do tempo de armazenamento dos CPs.
No entanto, no ultimo dia, houve um aumento de 810 miRNAs maduros (TABELA
2). Os resultados da quantidade de miRNAs precursores e maduros estdo na

Tabela Suplementar 2 (Apéndice).
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5.2 Comparacao da expressao diferencial de miRNAs no CP armazenado

Ao comparar a quantidade de miRNAs no primeiro dia (controle) com o
segundo dia de armazenamento, foram identificados 284 miRNAs para serem
diferencialmente expressos em comum. Quando foi feito dessa forma, a
comparacao entre o primeiro e terceiro dia de armazenamento, foram identificados
outros 290 miRNAs para serem diferencialmente expressos em comum. Todas as
cinco comparagcbes deste género estdo descritas na Tabela Suplementar 3
(Apéndice).

Apos essa etapa, foram comparadas as frequéncias de ocorréncias de
mMiRNAs diferencialmente expressos entre primeiro versus segundo, primeiro
versus terceiro, primeiro versus quarto, primeiro versus quinto e primeiro versus
sétimo armazenamento, baseado na abordagem de distribuicdo de Poisson
(AUDIC; CLAVERIE, 1997). Com esse método foram identificados 50, 68, 157, 150
e 149 miRNAs, respectivamente, Tabela Suplementar 4 (Apéndice). Destes cinco
conjuntos de miRNAs, foram eleitos 14 comum a todas as comparagdes, que foram
plotados em gréficos de dispersdo Volcano Plot da FIGURA 14A. Os valores de
expressdo dos miRNAs foram categorizados em downregulated (miRNAs que
apresentaram diminuicao de expressao) e upregulated (miRNAs que apresentaram

aumento de expressao), FIGURA 14B.

Dos 14 miRNAs, nove foram expressos downregulated (miR-145, miR-150,
miR-183, miR-26a-1, miR-331, miR-338, miR-451a, miR-501 e miR-99b), enquanto
0s outros cinco foram upregulated (miR-1304, miR-411, miR-432, miR-939 e miR-
668). Em seguida, foram identificados os miRNAs maduros desses precursores,
com base nas maiores taxas de expressdo. Foram eleitos os seguintes miRNAs
maduros: miR-145-5p, miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, MiR-331-3p, miR-
338-5p, miR-451a, miR-501-3p, miR-99b-5p, miR-1304-3p, MmiR-411-5p, miR-432-
5p, miR-668-3p e miR-939-5p, Tabelas Suplementares 5.1 e 5.2 (Apéndice).

Essa estimativa de quantificacdo da expressado foi inferida com base no

namero de sequéncias geradas, proporcional a abundancia de transcritos
(WEYRICH, 2012). Na TABELA 3, os 14 miRNAs diferencialmente expressos nos
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CPs. Informacao detalhada sobre estes miRNAs é mostrado o perfil de expressao,
Fold-change, sequéncia madura e anotacdo especifica da cadeia madura do

miRNA nas categorias (-5p/-3p)°.

FIGURA 14: PERFIL DE miRNAs QUANTIFICADOS EM CP. (A) Os graficos volcano plot mostram
0 numero de miRNAs diferencialmente expressos em cada comparacdo. No eixo X, os valores de
FC e no eixo Y, os valores de Logio (P-value). Os gradientes de cor verde representam os valores
de expressdo dos miRNAs downregulated, enquanto o gradiente de cor vermelha os gradientes de
expressdo para os miRNAs upregulated. (B) Heatmap mostra perfil de expressao claramente
definido de miRNAs quando armazenado em um banco de sangue por mais de 5 dias. A métrica da
distancia euclidiana foi usada para agrupar os miRNAs com perfis semelhantes. (C) Nivel de
expressdo normalizado na escala Logio (reads por milhdo) dos miRNAs downregulated e (D)
mMiRNAs upregulated. Nos gréaficos C e D, o eixo X mostra valores de nivel de expressdo dos
miRNAs normalizados e o eixo Y mostra os dias de armazenamento.

* FC = Fold-Change; miRNA = microRNA; CP = concentrado de plaquetas.

» Storage days = dias de armazenamento. Normalized expression level = Nivel de expressao
normalizada.

* 1st = 1° dia, 2nd = 2° dia, 3rd = 3° dia, 4th = 4° dia, 5th = 5° dia, 7th = 7° dia
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SA sequéncia madura do microRNAs apresentam anotaces em duas variantes que podem ser
originadas de regides da cadeia -5p ou -3p. Essas variantes de miRNAs séo denominados isomiRs.
Esse termo foi introduzido por Morin et al., e referem-se as sequéncias que tém variagfes em
relagdo a sequéncia do miRNA de referéncia (MORIN et al., 2008).
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TABELA 3: miRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS MAIS COMUNS EM CINCO CONDICOES.
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Log; Fold-Change = (Alvo/controle)

miRNA miRBase: (isomiR:-5p/-3p) Segundo/ Terceiro/ Quarto/ Quintol Setimol Perfil )
Primeiro P-Value Primeiro P-Value Primeiro P-Value Primeiro P-Value Primeiro P-Value de expresséo
miR-145 5p-guccaguuuucccaggaaucccu -2.13 0.00005 (**) -1.85 0.00453 (*) -1.98 0.00000 (**) -1.92 0.00000 (**) -3.04 0.00000 (**) Downregulated
miR-150 5p-ucucccaacccuuguaccagug -2.08 0.03883 (**) -3.43 0.00000 (**) -2.82 0.00000 (**) -1.58 0.00000 (**) -3.47 0.00000 (**) Downregulated
miR-183 5p-uauggcacugguagaauucacu -2.04 0.00366 (**) -1.72 0.00000 (**) -1.15 0.00000 (**) -1.23 0.00057 (**) -1.54 0.00002 (**) Downregulated
miR-26a-1 5p-uucaaguaauccaggauaggcu -1.20 0.00036 (**) -1.23 0.05688 (*) -2.95 0.00000 (**) -1.41 0.00000 (**) -3.74 0.00000 (**) Downregulated
miR-331 3p-gccececugggecuauccuagaa -1.25 0.00423 (*) -1.99 0.00092 (**) -3.20 0.00000 (**) -2.03 0.00000 (**) -2.49 0.00000 (**) Downregulated
miR-338 5p-aacaauauccuggugcugagug -1.34 0.00630 (**) -2.11 0.00000 (**) -3.59 0.00000 (**) -2.22 0.00000 (**) -2.38 0.00000 (**) Downregulated
miR-451a aaaccguuaccauuacugaguu -1.25 0.00000 (*) -1.20 0.00000 (**) -2.48 0.00000 (**) -2.20 0.02921 (*) -2.70 0.00000 (**) Downregulated
miR-501 3p-aaugcacccgggcaaggauucu -2.07 0.00000 (**) -1.82 0.00000 (**) -3.12 0.00000 (**) -2.70 0.00000 (**) -2.74 0.00000 (**) Downregulated
miR-99b 5p-cacccguagaaccgaccuugceg -1.89 0.00000 (**) -1.57 0.00000 (**) -2.52 0.00000 (**) -2.14 0.00000 (**) -2.29 0.00000 (**) Downregulated
miR-1304 3p-ucucacuguagccucgaacccc 2.58 0.00000 (**) 2.32 0.00000 (**) 1.91 0.00000 (**) 1.31 0.01760 (*) 1.54 0.00000 (**) Upregulated
miR-411 5p-uaguagaccguauagcguacg 1.27 0.00000 (**) 1.47 0.00157 (*) 1.76 0.00000 (**) 2.38 0.00000 (**) 1.30 0.00001 (**) Upregulated
miR-432 5p-ucuuggaguaggucauugggugg 1.28 0.00000 (**) 1.42 0.00000 (**) 2.23 0.00000 (**) 1.77 0.00000 (**) 1.90 0.00000 (**) Upregulated
miR-668 3p-ugucacucggecucggcccacuac 1.57 0.00000 (**) 1.22 0.00007 (**) 1.15 0.00000 (**) 1.04 0.00133 (**) 1.09 0.00048 (**) Upregulated
miR-939 5p-uggggagcugaggcucugggggug  1.00 0.00000 (**) 1.45 0.00000 (**) 2.35 0.00000 (**) 2.31 0.00000 (**) 2.26 0.00000 (**) Upregulated

O valor absoluto de Log; (FC) >1 ou Log; (FC) < -1, e 0.01 < P-value < 0.05 (“*” apés o P-value)

O valor absoluto de Log; (FC) >1 ou Log, (FC) < -1, e P-value < 0.01 (“**” apés o P-value)
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5.3 Perfil de quantificacdo de miRNAs no CP

A variacdo guantitativa dos miRNAs estabeleceu a predominancia de um
perfil de expressdo, uma vez que o perfil downregulated em maior quantidade no
CP foi mais estavel e normalizado para um total de 97.633 RPM, quando
comparado ao perfil de expressdao oposto (upregulated), onde o0s mMiRNAs

normalizaram com um total de 24.694 RPM.

Este resultado confirma a analise do cluster ndo-supervisionado de miRNAs
com perfil de expresséo distintamente definido quando armazenado em um banco
de sangue por mais de 5 dias, como mostrado na FIGURA 14B, onde a variagcéo
da expressao normalizada dos miRNAs na escala Logzo, refletiu a assinatura dos

diferentes perfis de expressao durante o armazenamento.

Por exemplo, o perfil downregulated apresentou uma taxa de expressao
normalizada entre 10 e acima de 10.000 RPM. Foi observado, também, que a
diminuicdo da expressdo da maioria desses miRNAs ocorreu no quarto e sétimo
dia, com excecdo do miR-99b que apresentou o maior nivel de expressao

normalizada, conforme mostrado na FIGURA 14C.

Foram identificados nove miRNAs maduros com um perfil downregulated
(miR-145-5p, mMiR-150-5p, mMiR-183-5p, miR-26a-5p, mMiR-331-3p, miR-338-5p,
miR-451a, miR-501-3p e miR-99b-5p) que correspondem a 97.633 reads que foram
mapeadas de 84.605 reads de seus pre-miRNAs, (Tabela Suplementar 5.2
Apéndice).

Os miRNAs upregulated variaram com os niveis de expressdo normalizada
entre 10 e 10.000 RPM. Por exemplo, o miR-432 obteve a maior taxa de expressao
normalizada, FIGURA 14D. Assim, os cinco miRNAs maduros com um perfil
upregulated (miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p e MiR-939-5p),
mapearam com 24.694 reads a partir de 72.705 reads de seus pre-miRNAs (Tabela

Suplementar 5.2 Apéndice).
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5.4 Validacdo de miRNAs diferencialmente expressos por RQ-PCR

Foram validados os 14 miRNAs por PCR quantitativo em tempo real (RQ-
PCR) em 100 unidades de CPs para testar os resultados de expressao diferencial
nos dados do NGS (Tabela Complementar 6 Apéndice). O padrao de quantificacao

relativa desses miRNAs confirmou os resultados obtidos pelo NGS.

Foram confirmados os miRNAs com um perfil downregulated para miR-145-
5p, miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, mMiR-331-3p, miR-338-5p, miR-451a,
miR-501- 3p e MiR-99b-5p. Por exemplo, os niveis de expressdo de miR-150-5p,
miR-501-3p, MiR-338-5p e MiR-99b-5p mostraram que eles foram os primeiros a
diminuir durante o armazenamento do CP, esse resultado é mostrado na FIGURA
15.

E quando testados em 100 unidades de CPs, a média da expresséo desses
miRNAs foram menores, quando comparadas com a média da expressao dos
outros seis MiIRNAs de mesmo perfil, que também foram confirmados nessa
validacdo (FIGURA 15D-1).

Por outro lado, os miRNAs upregulated: miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-
5p, miR-668-3p e mMiR-939-5p, que também foram confirmados na validacao,
exibiram a maior média da expressao relativa, quando testados em 100 unidades

de CPs, superando a expressao dos miRNAs downregulated (FIGURA 16).
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FIGURA 15: EXPRESSAO DA MEDIA RELATIVA DE miRNAs DOWNREGULATED (ANALISE
COM RQ-PCR). Nesse experimento, miR-150-5p, miR-501-3p e miR-338-5p (A-C) apresentaram
uma média de 0.6 do nivel de expressdo em 100 unidades de CP, enquanto os outros miRNAs (D-
I) tiveram um média de 0,7. A ANOVA foi aplicada em um teste de multipla comparacéo para
estimar a significancia da média relativa desses miRNAs em 100 unidades de CP (ns, ndo
significativo, * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,001). Em todos os graficos, o eixo X mostra o tempo

de armazenamento dos CPs e o eixo Y as 100 unidades do CP.

* ANOVA = Analise de Variancia; RQ-PCR = PCR quantitativo em tempo real.

* PC units = Unidades de CP

*» 1st = 1° dia, 2nd = 2° dia, 3rd = 3° dia, 4th = 4° dia, 5th = 5° dia, 7th = 7° dia
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FIGURA 16: EXPRESSAO DA MEDIA RELATIVA DE miRNAs UPREGULATED (ANALISE RQ-
PCR). Nesse experimento, os miRNAs (A — E) apresentaram um aumento de 0.8 da média da
expressdo em 100 unidades de CP. A ANOVA foi aplicada em testes de multipla comparacéo para
estimar a significAncia da média relativa desses miRNAs em 100 unidades de CP. (ns, ndo
significativo, **** p <0,001). Em todos os graficos, o eixo X mostra o tempo de armazenamento dos
CPs e 0 eixo Y as 100 unidades do CP.

* ANOVA = Analise de Variancia; RQ-PCR = PCR quantitativo em tempo real.
* PC units = Unidades de CP
* 1st = 1°dia, 2nd = 2° dia, 3rd = 3° dia, 4th = 4° dia, 5th = 5° dia, 7th = 7° dia
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5.5 Andlise do agrupamento hierarquico e PCA

Os resultados dos niveis de expressdo dos miRNAs obtidos por NGS e sua
validagdo com RQ-PCR foram analisados com agrupamento hierarquico e PCA.
Nos dados do NGS, foram identificados dois grupos no agrupamento hierarquico
gue mostraram maior semelhanca de FC, havendo uma nitida diferenca entre os

dois perfis expressao de miRNAs no CP armazenado (FIGURA 17A), conforme o
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previsto na analise dos perfis de quantificacdo desses miRNAs mostrados na
FIGURA 14B.

O agrupamento hierarquico também mostrou como a variagdo meédia da
expresséo relativa, refletiu a instabilidade da meia vida dos miRNAs no quarto dia
de armazenamento do CP. Isso significa que houve uma diminuicdo gradual da
guantidade de miRNAs, principalmente apos o quarto dia, pois os miRNAs foram
quantificados abaixo da média prevista para ambos perfis de expressdo (FIGURAS
15 e 16).

A analise dos dados NGS com o PCA, identificou os miRNAs em grupos com
elipses separadas. Essa observacdo confirmou a diferenca entre os dois perfis de
expressao categorizados em down e upregulated (FIGURA 17C). Os dados de
quantificacdo relativa observados tanto pelo agrupamento hierarquico da FIGURA
17B, quanto pelo outro agrupamento estabelecido pelas elipses sobrepostas do
PCA da FIGURA 17D, confirmaram a variacdo da média da expressao dos miRNAs
apos o quarto dia. Consequentemente, esta variacado da média da expressdo dos
MIRNAs, refletiu a diminui¢cdo da quantidade de miRNAs durante o armazenamento
das plaquetas. Todos os miRNAs que exibiram essa variacdo de expressao entre
0 segundo e o quarto dia foram testados com o teste de Wilcoxon com valores de
(P <0,001) (FIGURAS 18 e 19).

Conclui-se, que os miRNAs apresentaram as menores expressdes nos CPs
do quarto dia e, provavelmente, diminuiram nos ultimos 2 dias de armazenamento
plaquetario. Por exemplo: miR-150-5p, miR-501-3p, miR-338-5p e miR-99b-5p,
mostrados na FIGURA 15, apresentaram as menores expressoées relativas nos CPs
do quarto dia, quando foram comparados com os miRNAs upregulated, listados na
FIGURA 16. Estes resultados fornecem uma predicdo confiavel de miRNAs
diferencialmente expressos para o0 quarto dia testado. O fluxo de trabalho das
principais etapas dos resultados gerados neste estudo estd resumido no painel
esquematico da FIGURA 20.
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FIGURA 17: AGRUPAMENTO HIERARQUICO E PCA. Os agrupamentos hierarquicos (A) e (B)
mostram a correlacdo entre as amostras nos dados NGS e RQ-PCR. Nos dados do NGS, o heatmap

gerou dois grupos: miRNAs com perfil downregulated — gradiente em cor verde (menor correlacéo),

e miRNAs com perfil upregulated — gradiente em cor vermelha (maior correlagcdo). Os dados do RQ-

PCR, no quarto dia, mostraram o limite entre a maior e a menor correlacdo representada por cada

perfil de miRNA. A métrica de correlacado de Pearson foi usada para gerar os agrupamentos. PCA:

(C) expressao dos miRNAs em dados NGS e (D) expressdo quantitativa nos dados de RQ-PCR,

foram comparados pelo célculo das componentes principais na escala de varidncia unitaria SVD

pelo software ClustVis. Nos graficos C e D, o eixo X mostra os valores dos componentes principais

1, e 0 eixo Y, 0s componentes principais 2.

* PCA = Principal Component Analysis; NGS = Next-Generation Sequencing; SVD = Unit Variance

Scale.

* Relative expression = Expressao relativa
*Target = Alvo; Control = controle
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FIGURA 18: ANALISE DA EXPRESSAO DE miRNAs DOWNREGULATED POR RQ-PCR NO
QUARTO DIA DO CP. A expressdo quantitativa de miRNAs downregulated durante o
armazenamento avangado, mostra que no quarto dia foram significativamente menores quando
comparados com o segundo dia, determinado pelo teste de Wilcoxon signed rank test (p <0,001).
Em todos os gréficos, o eixo X mostra o tempo de armazenamento dos CPs e o eixo Y, os valores
de RQ-PCR.

* MiR expression = Expressédo do miR

* 2nd = 2° dia e 4th = 4° dia.
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FIGURA 19: ANALISE DA EXPRESSAO DE miRNAs UPREGULATED POR RQ-PCR NO
QUARTO DIA DO CP. A expressdo quantitativa de miRNAs upregulated no quarto dia foram
significativamente menores quando comparado com o segundo dia, determinado pelo teste de
Wilcoxon signed rank test (p <0,001). Nesse experimento os miRNAs upregulated (A-E)

apresentaram maiores médias de expressdo em 100 unidades de CP.

* miR expression = Expresséo do miR

* 2nd = 2° dia e 4th = 4° dia.
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FIGURA 20: FLUXOS DE TRABALHOS PARA IDENTIFICACAO E VALIDACAO DOS miRNAs.
Neste estudo foi usada uma abordagem Omica, integrando os dados gerados pelo estudo de
PONTES et al. (2015). Primeiramente, as sequéncias brutas dos miRNAs depositadas no GEO
(GSE61856) indicado por (1), foram baixadas e processadas, respectivamente, com ferramentas de
bioinformética (2) e (3) para identificar os miRNAs que mais sofreram variagdo da expresséo
diferencial. Um total de 14 miRNAs foram identificados nos dados de NGS: nove com um perfil de
expressédo diminuida ou dowregulated e outros cinco com aumento de expressao ou upregulated,
0s quais estdo mostrados no agrupamento (4). Em (5) foi aferida a validacdo desses miRNAs por
RQ-PCR em 100 unidade de PC, confirmando os resultados da expressao diferencial nos dados de
NGS. No agrupamento (4) e (5) os miRNAs marcados com o gradiente na cor verde exibem o perfil
dowregulated, enquanto aqueles marcados com o gradiente na cor vermelha exibem o perfil
Upregulated. Em (6) foi gerada uma nuvem de palavras para ilustrar o grafico digital que mostra o

grau de frequéncia de palavras desta tese.
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6 DISCUSSAO
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O envelhecimento € um processo progressivo de perda da integridade
fisiolégica, incluindo comprometimentos moleculares, celulares e de o6rgédos e,
finalmente, o aumento da inflamacéao croénica e vulnerabilidade a doencgas e a morte.
Pesquisas na triagem de marcadores moleculares da idade para prever ou
monitorar o declinio fisiolégico associado a idade e a doenca experimentaram um

avancgo sem precedentes nos ultimos anos (YU et al., 2016).

As plaquetas circulam no sangue por aproximadamente cinco dias, depois
desse periodo, elas sdo retiradas da circulacdo e destruidas no baco.
Analogamente, este envelhecimento também acontece in vitro, onde nos bancos
de sangue da maioria dos paises, as plaquetas sdo desprezadas apés cinco dias
de armazenamento (ARNASON; SIGURJONSSON, 2017).

Em nosso estudo anterior, descrevemos 0s 10 miRNAS mais expressos nos
diferentes dias de armazenamento plaquetario (PONTES et al.,, 2015). Neste
segundo estudo, focamos no perfil de miRNAs diferencialmente expressos em CPs
armazenados em um banco de sangue, que para 0 nosso conhecimento ainda nao
foi relatado. Em ambos os estudos, identificamos que o nimero de miRNAs
diminuiu do primeiro para o quinto dia de armazenamento, entretanto, o niumero de
mMiRNAs aumentou no sétimo dia, conforme mostrado na TABELA 2. Por exemplo,
0 miR-223 é o mais abundante em megacariécitos e plaguetas (SUNDERLAND et
al., 2017), e também, no presente estudo foi identificado expresso em todos os dias
de armazenamento plaquetario (Tabela Suplementar 2 Apéndice), mas nao foi
identificado diferencialmente expresso, conforme proposto nesse estudo (Tabela
Suplementar 4 Apéndice), o que pode ser explicado pela cinética de sua
degradacéo e por este motivo nédo foi validado.

Durante o armazenamento plaquetario é esperado que a quantidade de
mMiRNAs diminua (YAN et al., 2016), no entanto, a quantidade desses transcritos
aumentou do quinto para o sétimo dia. Este aumento inesperado, se levarmos em
conta a degradacdo gradual dos miRNAs durante o armazenamento,

provavelmente, foi causado pela ativacdo plaquetaria em funcdo do
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envelhecimento, causado pelo armazenamento por mais de um dia que pode ter
liberado microparticulas ricas em miRNAs (BOILARD; BELLEANNEE, 2016;
LAFFONT et al., 2013).

No entanto, também é provavel que os pre-miRNAs que regulam a
senescéncia, tenham sido clivados apdés o quinto dia de armazenamento por
enzimas de edicdo de RNA, RNases e RNA helicases, aumentando, assim, o
namero de miRNAs (ABDELMOHSEN et al., 2012). Outra hipétese que poderia
explicar o aumento do numero de miRNAs do quinto para o sétimo dia, supde que
os precursores de RNAs podem sofrer clivagem e produzir fragmentos de pequenos
RNAs com capacidade reguladora para inibir a traducdo de proteinas em resposta
ao estresse (KATO; SLACK, 2013).

Nesse caso, 0 estresse é provocado pelo envelhecimento causado pelo
periodo de armazenamento plaquetario por mais de cinco dias. No entanto,
modificacdes pos-transcricionais podem influenciar a biogénese e a estabilidade
dos miRNAs durante o armazenamento ex vivo, como alteragdes moleculares em
DICERL1, reduzindo o numero de miRNAs que regulam fortemente a reatividade
(NAGALLA et al., 2011).

Para entender as mudancas que ocorrem durante o armazenamento do CP,
a expressdo diferencial dos miRNAs é uma ferramenta util para identificar as
mudancas na fisiologia plaquetaria (DAHIYA et al., 2015; YAN et al., 2016). O peffil
diferencial de miRNA pode predizer e monitorar como a meia-vida da molécula do
mMiRNA varia e sofre rapidas mudancas na estabilidade durante os dias de
armazenamento. Acredita-se que a meia-vida dos miRNAs plaquetarios pode ser
muito curta, pois a RNase abundante no sangue circulante, degrada rapidamente
0 RNA plasmético. Quando os miRNAs sdo transportados em microparticulas
circulantes, eles se estabilizam para o transporte de acado, principalmente, apés a
ativacdo (DIEHL et al., 2012; JANSEN et al., 2014).

A aplicabilidade e inovacao desse estudo estéa relacionada a implementacéo

de um teste de qualidade para as bolsas de CP. Por essa medida, o perfil de
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expressao diferencial de 14 miRNAs mais frequentes que foram identificados em
todos os dias de armazenamento do CP, fornecem informagbes sobre o
envelhecimento in vitro das plaquetas. Por exemplo, miR-150-5p, miR-501-3p, miR-
338-5p, apresentaram as menores médias de expressao relativas em 100 unidades
de CPs (FIGURA 15). Esse resultado mostrou que quanto mais acentuada a
diminuicdo da expressdao dos mMiRNAs, maior a deterioragcdo das plaquetas
armazenadas. Confirmamos essa nossa hiptese com os resultados mostrados nos
graficos das figuras 18 e 19, onde a variacdo na média da expressao relativa,
refletiu a instabilidade da meia vida dos miRNAs no quarto dia de armazenamento
do CP.

Os dados desse estudo revelaram muito mais miRNAs downregulated do
que upregulated. Esses resultados indicam que as plaquetas sofrem
envelhecimento in vitro e lesdes de armazenamento pela degradacdo de RNASs,
uma vez que essas células ndo apresentam ndcleo. A maioria desses miRNAs esta
associada com a fisiologia plaquetaria (EDELSTEIN; BRAY, 2011; KANNAN et al.,
2009). Estudos demonstraram o envolvimento desses miRNAs e 0 seus papéis
funcionais no armazenamento plaquetario e em plaquetas de utilidade clinica
(DAHIYA et al., 2015), na regulacdo da matriz extracelular (RUTNAM; WIGHT,;
YANG, 2013), no cancer (MANGOLINI et al., 2014), na migracao celular (URBICH;
KUEHBACHER; DIMMELER, 2008), no controle do ciclo celular (BUENO;
MALUMBRES, 2011), em processos de envelhecimento (HARRIES, 2014) e na
apoptose (YU et al., 2014). Especificamente, a expressao de miR-338-5p, miR-331-
3p e mMiR-99b-5p, foi relatada com reatividade plaquetaria (KAUDEWITZ et al.,
2016; ROWLEY et al., 2011).

Vale ressaltar que no quarto dia de armazenamento plaquetario, os CPs
ainda sdo adequados para transfusédo e no quinto dia, na maioria dos paises, néo.
Os nossos resultados apontam que os miRNAs guantificados com as maiores
meédias da expressao relativa no quarto dia: miR-1304-3p, miR-432-5p, miR-411-
5p, MiR-668-3p e miR-939-5p, ilustrados na FIGURA 16, podem identificar os CPs

a partir do quinto dia de armazenamento que ainda contém plaquetas
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fisiologicamente normais e sdo adequadas para transfusdo. Como no quinto dia as
bolsas de CPs séo descartadas porque a "maioria das plaquetas" tem lesdes de
armazenamento, os miRNAs podem diferenciar a minoria de CPs que nao tem

lesGes. Essa é uma hipotese.

Dependendo do numero de doadores de sangue com estado de saude sub-
otimo (SHS - Suboptimal Health Status) do qual a bolsa de CP é composta, havera
mais ou menos durabilidade da fisiologia plaguetaria. SHS é um problema de saude
publica em uma populacéo caracterizada por (1) queixas de saude ambiguas, (2)
perda de vitalidade, (3) fadiga cronica e (4) baixos niveis de energia dentro de um
periodo de 3 meses. Individuos com SHS apresentam um encurtamento relativo de
teldmeros que pode levar ao envelhecimento precoce das plaquetas (ALZAIN et al.,
2017).

Por outro lado, os miRNAs upregulated sdo expressos em todos os dias de
armazenamento e devem, provavelmente, regular genes que mantém a plaqueta
viva, porém ativada ou envelhecida. Esses miRNAs regulados positivamente sédo
candidatos potenciais para regular a fisiologia plaquetaria em condi¢cbes ex vivo,
uma vez que levantam suspeita da existéncia de mecanismos de regulacéo pos-
transcricional para controlar a traducdo de mRNAs de vias de apoptose que é uma
causa da lesdo de armazenamento (KANNAN et al., 2009; YU et al., 2014, 2015).
Estudos identificaram esses miRNAs em vias bioldgicas relevantes para o cancer
(ROMERO-CORDOBA et al., 2012).

Este aumento da expressdo de miRNAs nos CPs sugere uma regulacéo
negativa (downregulated) de seus alvos (KANNAN et al., 2009). Por exemplo,
Kannan et al. demonstraram que durante o armazenamento plaquetario, em
condi¢bes ex vivo, mMRNA regulados por miRNAs upregulated sao potencialmente
downregulated, esclarecendo que as plaquetas utilizam mecanismos regulatérios
pos-transcricionais, para controlar a traducdo desses mRNAs que estao envolvidos
na ativacdo de vias apoptoticas que aceleram o processo de morte celular
(KANNAN et al., 2009; NAGALLA et al., 2011).
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Por exemplo, 0 aumento da expressdao miR-326 em plaquetas armazenadas
in vitro, comprovou que um gene regulador da familia Bcl-2 composto pelo anti-
opoptotico Bcel-xL, identificado como um alvo desse miRNA, tem um efeito limitado
para apoptose (YU et al.,, 2015). A FIGURA 21 do estudo de (LEBOIS;
JOSEFSSON, 2016) mostra as principais vias de apoptose, onde o miRNA pode
controlar a traducdo mRNAs de vias apoptéticas como é o caso da familia Bcl-2.

FIGURA 21: VIAS DE APOPTOSE EM CELULA NUCLEADA E PLAQUETAS ANUCLEADAS. O
desenho esquematico mostra as duas principais vias denominadas intrinseca e extrinseca. A
primeira via regula a vida util dessas células. Por exemplo, os membros das familias Bcl-2 (em azul
na figura) sdo genes de pré-sobrevivéncia que operam restringindo a atividade pro-apoptética de
Bak e Bax para desencadear a (MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization -
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial) levando a liberacéo de citocromo c, juntamente
com Apaf-1 e caspase-9 no proteosoma, para ocorrer a ativagéo de capases efetoras e subsequente
exposicao a fosfotidilserina. A via extrinseca é mediada por receptores de morte celular. E ativada
pela ligacdo dos ligantes de receptores de superficie celular. A caspase-8 é um membro critico

dessa via e a sua ativacao é seguida pela ativacdo direta da caspase efetora.
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Esses mecanismos regulatorios ainda precisam ser bem entendidos, por
causa da associacdo do processo de apoptose com as lesdes celulares de
plaguetas durante o armazenamento, levando a sua consequente perda de

viabilidade, tornando-as ineficazes in vivo apos a transfuséo (YU et al., 2014).

Para esclarecer os resultados desse trabalho com observacdes mais
consistentes, foi realizada uma consulta in silico dos genes-alvo regulados por
esses MiRNAs que foram preditos com miRWalk (DWEEP; GRETZ, 2015) e
PlateletWeb (BOYANOVA et al., 2011), mostrados nas Tabelas Suplementares 7
(Apéndice). Foram encontrados os alvos desses mMIRNAs biologicamente
relevantes, capazes de fornecer pistas para compreender os mecanismos de
expressao génica que ocorre no CP associado as lesbes de armazenamento

plaquetario.

Nesses resultados, os miRNAs downregulated (miR-150-5p, miR-501-3p,
mMiR-338-5p e mMIiR-99b-5p) regulam genes da familia ATPase mitocondrial,
apoptose, proteinas da familia da tirosina quinase e proteinas da superficie celular.
Ao passo que os miRNAs upregulated, principalmente, miR-1304-3p e miR-432-5p,
regulam genes que foram enriquecidos em familias de ATPases mitocondrial,
caspases e proteinas que agem fortemente na agregacao plaguetaria. Um estudo
mostrou que superexpressao do miR-570-3p nas plaquetas resultou em niveis
reduzidos de um mRNA da subunidade de ATP sintase mitocondrial (ATP5L) e
apontaram que a disfuncdo mitocondrial € uma das razfes para a perda da

qgualidade das plaquetas durante o armazenamento (DAHIYA et al., 2016).

Essas evidéncias reforcam as principais hipteses desse estudo de que a
desregulacéo desses miRNAs é causada pelo armazenamento, que coincidiu com
o aparecimento das lesdes plaquetarias. No futuro, esses resultados serdo
confirmados por quantificacdo absoluta para estimar o numero exato de cépias de

cada miRNA de plaquetas no CP.
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A expressao diferencial de miRNAs se mostrou uma ferramenta eficaz para
identificar alteragbes nas plaquetas durante o armazenamento do concentrado de

plaguetas.

As andlises dos nossos resultados revelaram uma variacdo da média da
expressao relativa, refletindo a instabilidade da meia-vida dos miRNAs no quarto
dia de armazenamento dos CPs, coincidido com o tempo de aparecimento das

lesdes de armazenamento plaquetario.

Um teste de qualidade para as bolsas de CPs podera ser implementado
utiizando de forma rapida a quantificacdo dos miRNAs downregulated,
principalmente, miR-150-5p, miR-501-3p, miR-338-5p, para apontar informacgdes
sobre o envelhecimento in vitro das plaguetas, pois 0s nossos resultados
mostraram que esses MIRNAs sdo eficientes para identificar bolsas com lesdes

plaquetérias.

Por outro lado, as bolsas do quarto dia de armazenamento podem ser
testadas utilizando a quantificagdo dos miRNAs upregulated: miR-1304-3p, miR-
432-5p, miR-411-5p, miR-668-3p e mMIR-939-5p, pois esses MIRNAs podem
identificar as bolsas de CPs a partir do quinto dia de armazenamento que ainda

apresentam plaquetas fisiologicamente normais e séo viaveis para transfuséo.

Portanto, os dados apresentados nesse estudo, podem ajudar a organizar
um painel especificos de miRNAs para executar estratégias de testes clinicos em
bancos de sangue. Considerando o niumero de doadores de sangue com estado de
saude sub-6timo, do qual a bolsa de CP é composta, os miRNAs identificados
nesse estudo podem ser quantificados rapidamente, antes que as bolsas de CPs
sejam descartadas, o que podera informar de maneira util a futura tomada de

decis&o na governancga dos bancos de sangue sobre a qualidade dos CPs.
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9.1 Apéndices

TABELA SUPLEMENTAR 1. Resultados do processamento dos dados das seis bibliotecas que foram sequenciadas com NGS

Reads miRNA
Amostras Total *Trimmed Filtrado submetidas Reads Reads pre- | Reads miRNA | conhecidos miRNA
Reads reads (<17bps) Para alinhados miRNA maduro com >= 5x maduro
alinhamento cobertura
15.179.341 648.689 14.400.185 807
1°dia GSM1515807 | 16.212.635 (93.6%) (4.0%) 15.563.946 (88.82%) 1.273.327 5.288.808 612
12.594.629 748.061 11.776.486 739
2°dia GSM1515808 | 13.594.963 (92.6%) (5.5%) 12.846.902 (86.62%) 1.318.186 3.428.769 565
16.110.892 96.66.535 15.376.873 737
3°dia GSM1515809 | 17.214.842 (93.5%) (2.1%) 7.548.307 (89.32%) 1.235.562 3.314.392 571
23.520.798 608.296 21.653.492 704
4° dia GSM1515810 | 25.325.847 (92.8%) (2.4%) 24.717.551 (85.50%) 1.442.130 2.242.834 545
14.946.449 724.773 13.449.028 622
5°dia | GSM1515811 | 16.161.626 (92.8%) (4.5%) 15.436.853 (83.22%) 1.122.239 1.221.476 495
26.205.734 17.12.793 24.231.714 810
7°dia GSM1515812 | 28.515.834 (91.8%) (6.0%) 26.803.041 (84.98%) 1.275.954 3.064.272 630

* Trimmed reads = sequéncias com adaptadores removidos.
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TABELA SUPLEMENTAR 1. Categoria dos reads

Categoria dos reads
Valores absolutos
Nome da
amostra Total mMiRNA rRNA tRNA mMRNA ncRNA Desconhecidos
1°dia 14.400.185 | 5.228.808 | 195.702 75.829 | 284.204 7.737.603 878.039
2° dia 11.776.486 | 3.428.769 | 335.431 238.434 | 376.773 6.580.321 816.758
3°dia 15.376.873 | 3.314.392 | 668.372 935.060 | 429.999 8.670.676 1.358.374
4° dia 21.653.492 | 2.242.834 | 922.755 573.915 | 486.925 15.852.465 1.574.598
5°dia 13.449.028 | 1.221.476 | 1.033.028 | 685.316 | 479.741 8.881.360 1.148.107
7°dia 24.231.714 | 3.064.272 | 1.508.336 | 1.539.943 | 938.082 14.850.010 2.331.071
Valores relativos
Nome da
amostra mMiRNA rRNA tRNA mMRNA NncRNA | Desconhecidos
1° dia 36.31% 1.36% 0.53% 1.97% 53.73% 6.10%
2°dia 29.12% 2.85% 2.02% 3.20% 55.88% 6.94%
3°dia 21.55% 4.35% 6.08% 2.80% 56.39% 8.83%
4° dia 10.36% 4.26% 2.65% 2.25% 73.21% 7.27%
5°dia 9.08% 7.68% 5.10% 3.57% 66.04% 8.54%
7°dia 12.65% 6.22% 6.36% 3.87% 61.28% 9.62%
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TABELA SUPLEMENTAR 2. Os resultados da quantidade de miRNAs precursores e maduros estao
no supplementary table2 do link: https://www.liebertpub.com/doi/suppl/10.1089/0mi.2018.0126


https://www.liebertpub.com/doi/suppl/10.1089/omi.2018.0126/suppl_file/Supp_Table2.xlsx
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TABELA SUPLEMENTAR 3. Figura das comparacdes feitas com diagrama de venn para identificar miRNAs comuns entre duas amostras. os miRNAs
marcados em verde sdo aqueles identificados na regido da sobreposicdo do diagrama.

4th
)
Znd-day P se 1st-Znd 1st-day 3rd-day ? e Ist-4l 1st-day 4th-day * e Ist-4tl Ist-day Sth-day P e 1st-Gth ist-day Tth-day Pai e 1st-Tth Ist-day
mir-6304  ler-7a-1 mir-1232 mir-135 let-7a-1 mir-100 mir-1185-1  ler-7a-1 mir-1271 mir-101-2  ler-Fa-1 mir-106a mir-101-2  ler-7a-1 mir-1227
mir-g6255  let-7a-2 mir-4754 mir-434 let-7a-2 mir-1271 let-7a-2 mir-12&7 mir-1232 let-Fa-2 mir-1271 mir-1185-1  let-7a-2 mir-1271
mir-1294 let-7a-23 mir-100 mir-4522  let-Fa-3 mir-16-2 let-7a-23 mir-1282 mir-124:2 let-Fa-3 mir-154 mir-126b-2  let-7a-3 mir-1292
mir-1233 let-7b mir-26a-2 mir-4743  let-¥h mir-157 let-7¥b mir-154 mir-1294 let-7b mir-1314 mir-144 let-7b mir-154
mir-4532  let-7o mir-3613 mir-673%  let-7o mir-211 mir-133b  let-7o mir-187 mir-144 let-Fo mir-200b mir-130a let-7c mir-137
mir-135a-1  ler-7d mir-4707 mir-2276  ler-7d mir-26a-2 mir-194-2  lex-7d mir-1914 mir-190a  ler-7d mir-200¢ mir-201k ler-7d mir-1314
mir-E41 let-7e mir-E773 mir-4443  let-Fe mir-21E1 mir-201b let-Te mir-200b mir-195 let-Fe mir-211 mir-3154 let-Fe mir-200b
mir-7345  ler-7F-1 mir-3631 mir-6343  ler-7F-1 mir-3176 ler-7F-1 mir-211 mir-2467  ler-7F-1 mir-3064 mir-320c-2 ler-7F-1 mir-211
mir-130a let-7§-2 mir-430 mir-124 let-7F-2 mir-3612 let-7F-2 mir-26a-2 mir-Z01k let-7F-2 mir-2161 mir-F20e mir-29b-2
mir-1135-1  let-7q mir-4688 mir-2687  let-¥q mir-376 let-Tq mir-29b-2 mir-30e-2  let-Fq mir-3130 mir-33a mir-3173
mir-434 let-7i mir-3340 mir-1233 let-7i mir-4633 let-7i mir-3173 mir-32 let-7Fi mir-34a mir-3603 mir-3130
mir-g353 mir-3161 mir-6304  mi mir-46530 mir-100 mir-3176 mir-320c-2  mi mir-3631 mir-3687 mir-3613
mir-2E9 mir-E2E mir-220:-2  mi mir-4707 mir-10:2a-2 mir-2130 mir-220e  m mir-2783 mir-2E3 mir-2E691
mir-320e mir-E751 mir-1294 m mir-47a4 mir-106a mir-337 mir-32b m mir-412 mir-4443 mir-275
mir-g302 mir-550a-3 mir-376c  mi mir-430 mir-378a mir-3607  mi mir-4433 mir-4432 mir-378a
mir-F20e-2 mir-137 mir-320e  mi mir-495 mir-107 mir-412 mir-2609  mi mir-463% rmir-4497 mir-46590
mir-7108 mir-28b-2 mir-541 m mir-437 mir-10a mir-4326 mir-2E48  mi mir-46630 mir-4532 mir-4E7E
mir-576 mir-437 mir-6732  mi mir-642 mir-452 mir-3651 m mir-4676 mir-4734 mir-4638
mir-E798 mir-G42 mir-4734  mi mir-860.a-3 mir-4638 mir-2653  mi mir-4688 mir-4738 mir-4754
mir-444 72 mir-211 mir-E255  mi mir-E05 mir-4E590 mir-2E27  mi mir-4724 mir-4742 mir-497
mir-541 mir-5006 mir-4437  mi mir-636 mir-4707 mir-363 m mir-457a mir-483 mir-5133
mir-6343 mir-g373 mir-E2E1 m mir-569%  mir-1226 mir-4 754 mir-4432  mi mir-430 mir-GE33 mir-542
mir-1234 mir-6512 mir-E285  mi mir-6720  mir-1227 mir-4 786 mir-4497  mi mir-437 mir-E7 230 mir-550a-2
mir-125b-2 mir-46630 mir-g231 m mir-430 mir-450b  mi mir-5193 mir-E7 36 mir-E05
mir-3176 mir-7103 m mir-437 mir-4532  mi mir-550a-3 mir-6777 mir-6513
mir-605 m mir-S00E mir-4662a  mi mir-605 mir-6720b mir-672E
mir-378a m mir-5133 mir-4734  mi mir-E512 mir-E739E mir-E787
m mir-642 mir-4743  mi mir-6731 mir-6793 mir-6873
m mir-G48e mir-4743  mi mir-6873 mir-E733
mi mir-548j mir-483 mi mir-6202
m mir-550a-3 mir-435 m mir-5304
m mir-g305 mir-605 mir-541 m mir-g325
m mir-E225 mir-636 mir-SE3%  mi mir-E255
m mir-E233  mir-1304 mir-EE0 mir-567E m mir-E2E1
m mir-1306 mir-6726 mir-641 m mir-6:341
m mir-g273 mir-E6a  mi mir-7102
m mir-130a mir-337 mir-E730  m mir-7113
m mir-130b mir-340 mir-6732  mi mir-5072
m mir-B072 mir-6736  mi
m mir-E775  mi
m mir-E777  mi
m mir-6302  mi
m mir-139 mir-E204  mi
m mir-140 mir-E225  mi
m mir-142 mir-6355  mi
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TABELA SUPLEMENTAR 4. os miRNAs diferencialmente expressos podem ser consultados no material suplementar supplementary table4, do link:

https://www.liebertpub.com/doi/suppl/10.1089/0mi.2018.0126

(1) -std. represents normalized expression level of miRNA in a sample. Normalized expression = Actual miRNA count/Total count of clean reads*1,000,000.
(2)To calculate the fold-change with the number of reads zero, the common method is to put the normalized read as 0.01.
(3)To filter to get the ideal quantities, there are same methods.
“* The absolute value of Log2 (FC) =1 or Log2 (FC) < -1, and 0.01 < P-value < 0.05.

"**" The absolute value of Log2 (FC)

=1 _or Log2

{ZComueia

C)<-1, and P-value < 0.01.

|(F C) Fold change = Log2(Non-control stq./Control sr(_.)
(DE): Diffential expression

1st vs 2nd Sequencing to\mj ormalized expression Ist vs 3rd Sequencing count | Normalized expression| 1st vs 4th Sequencing count rmalized expression|

Id-miRNA |1st-day | 2nd-day | 1st-day-std | 2nd-day-std |Fold-change: Log2 (2nd/1st) |P-value |Sig-lable name Ist-day 3rd-day |lst-day-std| 3rd-day- [ld-change: Log2 (3rd/l] P-value g-labl name Ist-day 4th-day |lst-day-std] 4th-day- |[ld-change: Log2 (4
miR-100 3483 8.26 2735 6.27 -3.37 0.01662 ** miR-1304 51.93 25133 40.78 203 41 232 0.00000 ** let-Ta-1 158.95 470.12 124.83 326.01 138
miR-1185-1  3.80] 1157 298 8.78 -3.16 0.00000 * miR-145 317 0.85 249 0.69 -1.85 0.00453 * let-Ta-2 17.73 85.36 13.93 59.20 2.09
miR-1271 | 107.02] 1239 84.05 9.40 -3.02 0.00000 * miR-150 3618.46 326.30 2841.82 264.09 2343 0.00000 * let-Th 76258.72( 232478.10| 59891.18) 161215.82 143
miR-1296 | 132.35| 61.97 103.94 47.01 -2.37 0.04594 = miR-183 55.09 16.19 43.27 13.10 -1.72 0.00000 = let-Tc 1780.60| 4986.98 1405.49 3458.31 1.30
miR-1304 51.03] 32140 40.78 243.83 2.58 0.00000 = miR-26a-1 16.46 6.82 12.93 -1.23 0.05688 * let-7£-1 100.69 244.96 79.08 169.87 110
miR-145 257.74] 128.89 202.42 97.78 -2.13 0.000035 = miR-331 27.86 6.82 21.88 -1.99 0.00092 = miR-103a-1 443 0.00 3.48 0.01 -8.44
miR-150 [3618.46| 461.03 2841.82 349.76 -2.08 0.03883 ** miR-338 3.80 0.85 298 -2.11 0.00000 ** miR-103a-2 30.03 17.32 3929 12.01 -1.71
miR-154 11.40] 2479 §.95 18.80 -2.07 0.00000 * miR-3678 1.90 0.85 1.49 -5.34 0.00000 ** miR-107 635.16 324.14 498.84 22478 -1.15
miR-183 55.09] 18.18 43.27 13.79 -2.04 0.00366 ** miR-3687 443 11.08 3.48 2343 0.00000 ** miR-10a 3873.51 2301.43] 4612.87 1658.37 -1.48
miR-188 1.27 74 0.99 5.64 -1.92 0.00092 * miR-376a-1 3.0 0.00 2.49 -3.34 0.01177 * miR-1180 13.30 38.35 10.44 26.60 1.35
miR-190a 5.70] 14.87 448 11.28 -1.89 0.00000 * miR-376b 1.27 0.00 0.99 -3.23 0.01725 * miR-1226 122.85 39.59 96.48 27.45 -1.81
miR-19a 37.63] 17.35 45.26 13.16 -1.87 0.01955 = miR-3942 1.27 0.00 0.99 -2.34 0.03451 * miR-1227 24.06 1113 18.90 7.72 -1.29
miR-204 43.06] 2148 33.82 16.30 -1.78 0.00000 * miR-411 0.63 170 0.50 138 147 0.00157 * miR-1236 127 9.90 0.99 6.86 2.79
miR-26a-1 16.46 744 12.93 5.64 -1.20 0.00036 ** miR-4286 0.63 0.00 0.50 0.01 -2.14 0.00003 ** miR-126 7564.95) 2073353 3941.27| 14378.02 1.28
miR-29a 106.94| 81.80 154.67 62.05 -1.67 0.01059 ** miR-432 3070.56] 10281.58 3118.35 §321.38 142 0.00000 ** miR-1271 107.02 6.19 84.05 4.29 -4.29
miR-20b-2 | 19.63 4.96 1542 3.76 -1.67 0.00160 =+ 317 11.03 2.49 9.65 -2.11 0.00000 =+ miR-1287 21.53 0.00 16.91 0.01 -10.72
miR-3161 20.26 6.61 15.92 5.01 -1.65 0.00002 * 2.53 0.85 1.99 0.69 -2.11 0.02200 * miR-1292 16.46 247 12.93 1.72 -2.91
miR-3175 8.23 1.65 6.47 1.25 -1.50 0.03840 * 7.60 16.19 5.97 13.10 -1.99 0.00039 = miR-1296 132.35 51.96 103.94 36.03 -1.53
miR-3176 10.13 2.48 7.96 1.88 -1.46 0.00000 * 0.63 511 0.50 4.14 -1.85 0.00453 # miR-1304 5193 221.45 40.78 153.57 191
miR-331 3.80 1.65 298 125 -1.25 0.00423 * 12.03 46.86 9.45 37.92 -1.82 0.00000 ** miR-142 3763.48) 1370895 295572 9506.70 1.69
miR-337 17.10] 4048 1343 30.71 -1.34 0.00000 ** 2213.25 934.61 1738.22 756.43 -1.20 0.00000 ** 9.50 2351 7.46 16.30 1.13
miR-338 32030] 12393 258.62 94.02 -1.34 0.00630 * 1.27 511 0.99 4.14 -1.72 0.00000 * 257.74 7423 202.42 51.48 -1.98
miR-342 [2118.90] 939.40 1664.11 712.69 -1.32 0.00000 = 443 26.41 3.48 21.38 -1.72 0.00000 = 46.86 150.93 36.80 104.67 151
miR-3613 27.86 6.61 21.88 5.01 -1.25 0.00000 = 0.63 0.00 0.50 0.01 -1.64 0.00009 = 3618.46 580.23 2841.82 402.37

miR-3653 8.23 0.83 6.47 0.63 -1.22 0.00000 * miR-4656 1.27 2.56 0.09 2.07 -1.63 0.01133 * 366.66 186.81 287.96 129.55

miR-369 6.97] 18.18 547 13.79 -1.14 0.00000 * miR-4659b 11.40 4.26 8.95 345 -1.57 0.00939 ** 19.00 87.84 14.92 60.91

miR-3691 15.83 3.78 1243 439 -1.13 0.00000 * miR-4661 443 1.70 3.48 138 -1.57 0.00000 ** 366.66 186.81 287.96

miR-379 50.66] 115.67 30.79 87.75 -1.11 0.01136 ** miR-4732 0.63 1.70 0.50 138 -1.53 0.01229 * 11.40 in 8.95

miR-3940 27.23 74 21.39 5.64 -1.07 0.00000 = miR-4741 10.77 22.15 8.45 17.93 -1.51 0.00002 = 189.35 40.83 148.71

miR-411 31.03| 77.66 24.37| 58.92 1.27 0.00000 = miR-4743 3.0 6.82 2.49 5.52 -1.35 0.00000 = 1108.84 3643.43

miR-432 661.13] 1662.34 519.23 1261.15 1.28 0.00000 = miR-4758 1.27 2.56 0.99 2.07 -1.24 0.00000 = 5.70 2474

miR-433 661.13| 1662.34 51923 1261.15 -1.05 0.00000 ** miR-4761 0.63 0.00 0.50 001 -1.23 0.01857 * 15.83 0.00

miR-4443 3171 2479 249 18.80 1.07 0.02109 ** miR-4766 0.63 0.00 0.30 0.01 -1.20 0.00000 ** 702.29 38599

Imagem ilustrativa da Tabela Suplementar 4.
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TABELA SUPLEMENTAR 5.1. Estimativa das expressdes dos precursores de miRNAs.

Numero de reads (RPM) pre-miRNAs

Pre-miRNAs Primeiro Seggndo Terqeiro Quc'_:lrto Qui'nto Sétimo

dia dia dia dia dia dia

miRNAs Downregulated
miR-145 257.74 128.89 234.29 74.23 60.02 31.30
miR-150 3618.46 461.03 326.30 580.23| 1063.80 326.19
miR-183 55.09 18.18 16.19 37.11 20.70 18.95
miR-26a-1 143.12 112.36 94.57 21.03 47.60 10.71
miR-331 1763.64| 1529.32| 1524.18 217.74 380.81 314.66
miR-338 329.30 123.93 165.28 30.93 62.09 63.43
miR-451a 2213.25 960.06 934.61 447.85| 2009.62 341.84
miR-501 748.52 184.25 205.32 97.74 101.41 112.02
miR-99b 28068.09| 7844.89| 9183.39| 5535.05| 5610.80| 5743.72
Total: 37.197.20| 11.362.90 | 12.684.14 | 7.041.90| 9.356.85| 6.962.81
Total: 84.605.80 RPM
miRNAs Upregulated
miR-1304 51.93 321.40 251.33 221.45 91.06 151.56
miR-411 31.03 77.66 28.12 118.77 142.81 76.60
miR-432 3970.56| 7491.27| 10281.58| 21157.88| 11958.38 | 14863.01
miR-668 29.76 69.40 67.31 60.62 53.81 63.43
miR-939 51.93 107.41 138.02 300.63 227.66 249.58
Total: 4.135.20| 8.067.14| 10.766.35| 21.859.35| 12.473.72 | 15.404.18

Total: 72.705.95 RPM
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TABELA SUPLEMENTAR 5.2. Estimativa das expressdes de miRNAs maduros.

Numero de reads (RPM*) mature-miRNAs.

Mature-miRNAs

Primeiro
dia

Segundo
dia

Terceiro
dia

Quarto
dia

Quinto
dia

Sétimo
dia

miRNAs Downregulated

Total:

19.029.0

13.238.0

10.863.0

20.564.0

18.426.0

15.513.0

Total: 97.633.0 RPM

miRNAs Upregulated

Total:

1.138.5

2.603.5

3.550.5

7.240.5

4.531.5

5629.5

Total: 24.694.0 RPM

*RPM: Reads por milh&o.
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TABELA SUPLEMENTAR 6. Validacdo da expressdo dos miRNAs em 100 unidades de CP.

Segundo/Primeiro

Terceiro/Primeiro

Quarto/Primeiro

Quinto/Primeiro

Sétimo/Primeiro

miRNAs
Média SD N Média SD N Média SD N Média SD N Média SD N
miR-145-5p 0.91 0.04 | 100 0.88 0.03 | 100 0.79 0.03 | 100 0.64 0.02 | 100 0.58 0.01 | 100
miR-150-5p 0.76 0.03 | 100 0.70 0.07 | 100 0.59 0.03 | 100 0.55 0.03 | 100 0.48 0.02 | 100
miR-183-5p 0.88 0.03 | 100 0.77 0.03 | 100 0.75 0.03 | 100 0.63 0.02 | 100 0.60 0.03 | 100
miR-26a-5p 0.92 0.03 | 100 0.90 0.04 | 100 0.76 0.08 | 100 0.64 0.03 | 100 0.57 0.03 | 100
miR-331-3p 0.92 0.02 | 100 0.90 0.03 | 100 0.76 0.03 | 100 0.61 0.01 | 100 0.55 0.01 | 100
miR-338-5p 0.85 0.03 | 100 0.80 0.01 | 100 0.68 0.02 | 100 0.59 0.01 | 100 0.55 0.04 | 100
miR-451a 0.87 0.08 | 100 0.77 0.02 | 100 0.73 0.03 | 100 0.66 0.03 | 100 0.60 0.03 | 100
miR-501-3p 0.82 0.03 | 100 0.75 0.03 | 100 0.65 0.03 | 100 0.56 0.02 | 100 0.50 0.02 | 100
miR-99b-5p 0.84 0.03 | 100 0.81 0.03 | 100 0.69 0.03 | 100 0.61 0.03 | 100 0.55 0.03 | 100
miR-1304-3p 1.00 0.03 | 100 0.96 0.01 | 100 0.86 0.02 | 100 0.76 0.03 | 100 0.73 0.03 | 100
miR-411-5p 0.98 0.03 | 100 0.92 0.02 | 100 0.80 0.01 | 100 0.70 0.02 | 100 0.66 0.04 | 100
miR-432-5p 0.94 0.03 | 100 0.94 0.04 | 100 0.82 0.02 | 100 0.74 0.03 | 100 0.71 0.04 | 100
miR-668-3p 0.97 0.04 | 100 0.94 0.02 | 100 0.81 0.03 | 100 0.68 0.01 | 100 0.62 0.03 | 100
miR-939-5p 0.96 0.02 | 100 0.95 0.02 | 100 0.78 0.01 | 100 0.69 0.02 | 100 0.67 0.02 | 100

SD: Desvio Padrao;
N: Numero de amostras
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TABELA SUPLEMENTAR 7: Consulta in silico dos genes-alvos regulados pelos miRNAs DOWN/UPREGULATED e preditos com
mirwalk e plateletweb.

Predicao de alvos de miRNAs com miRWalk

miRNAs Downregulated:
miR-145-5p | miR-150-5p | miR-183-5p | miR-26a-5p | miR-331-3p | MiR-338-5p | miR-451a | miR-501-3p | miR-99b-5p
ATP13A2 ATP6V1H ATP13A3 ATP10A ATP5D ATP13A4 ATP4B AKT3 FOXO3
ATP5S EGR2 ATP2C1 CRADD EGFR ATP1B4
ATPIF1 FLT1 ATP7B
CASP2 KRAS
PAK1
RHBDF1
TNK2
ATP11C
ATP1A2
ATP5G3

miRNAs Upregulated:
miR-1304-3p miR-411-5p miR-432-5p miR-668-3p miR-939-5p
ATP2C1 ATP2C1 CASP2 CASP2 ATPAF2
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9.2 Predicao de alvos de miRNAs com PlateletWeb

mMiRNAs Downregulated que regulam genes: Interacdo ATPase Mitochondrial

Platelet Interactome Systems Gene Symbol Description

ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
ATP1A2 1 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

ATP1A2 PlateletWeb - -
ethanolamine kinase 2

SLCO1A2 1 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

ATPase, H+/K+ exchanging, beta polypeptide
ATP4B PlateletWeb ATP4B 1 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C3 (subunit 9)
ATP5G3 PlateletWeb ATP5G3 2 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

ATPase, H+ transporting, lysosomal 50/57kDa, V1 subunit H
ATP6V1H PlateletWeb ATP6V1H 2 total interacting proteins
2 platelet interacting proteins

ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide
ATP7B PlateletWeb ATP7B 5 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

ATPase inhibitory factor 1
ATPIF1 PlateletWeb ATPIF1 3 total interacting proteins
2 platelet interacting proteins
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mMiRNAs Downregulated que regulam genes que regulam Apoptose

Platelet
Interactome

Systems

Gene
Symbol

Description

AKT3

PlateletWeb

AKT3

v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase B, gamma)
6 total interacting proteins
5 platelet interacting proteins

CASP2

PlateletWeb

CASP2

caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
29 total interacting proteins
13 platelet interacting proteins

CRADD

CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
9 total interacting proteins
2 platelet interacting proteins

EGFR

PlateletWeb

EGFR

epidermal growth factor receptor
256 total interacting proteins
159 platelet interacting proteins

GRB2

growth factor receptor-bound protein 2
271 total interacting proteins
131 platelet interacting proteins

FLT4

fms-related tyrosine kinase 4
13 total interacting proteins
8 platelet interacting proteins

FLT1

fms-related tyrosine kinase 1 (vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor receptor)
24 total interacting proteins
19 platelet interacting proteins

KDR

kinase insert domain receptor (a type Il receptor tyrosine kinase)
45 total interacting proteins
29 platelet interacting proteins

RHBDF1

rhomboid 5 homolog 1 (Drosophila)
1 total interacting proteins
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CLEC14A

C-type lectin domain family 14, member A

EGR2

PlateletWeb

EGR2

early growth response 2
7 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

FOXO3

PlateletWeb

FOXO3

orkhead box O3
33 total interacting proteins
21 platelet interacting proteins

KRAS

PlateletWeb

KRAS

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
17 total interacting proteins
12 platelet interacting proteins

PAK1

PlateletWeb

PAK1

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1
88 total interacting proteins
45 platelet interacting proteins

PKN1

protein kinase N1
27 total interacting proteins
13 platelet interacting proteins

PAK1IP1

PAK1 interacting protein 1
2 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

CRIPAK

cysteine-rich PAK1 inhibitor
1 total interacting proteins
1 platelet interacting proteins

TNK2

PlateletWeb

TNK2

tyrosine kinase, non-receptor, 2
22 total interacting proteins
9 platelet interacting proteins

ETNK2

ethanolamine kinase 2
1 total interacting proteins
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mMiRNAs Upregulated que regulam genes: Interacdo ATPase Mitochondrial

Platelet Interactome Systems Gene Symbol Description
tyrosine kinase, non-receptor, 2
TNK2 22 total interacting proteins
ATP2B3 PlateletWeb 9 platelet ||f1tera_ct|ng proteins
ethanolamine kinase 2
ETNK2 1 total interacting proteins
ATPase, Ca++ transporting, type 2C, member 1
ATP2C1 PlateletWeb ATP2C1 -
ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 2
ATPAF2 PlateletWeb ATPAF2 2 total interacting proteins

2 platelet interacting proteins

mMiRNAs Upregulated que regulam genes que regulam Apoptose

Platelet Interactome Systems Gene Symbol Description
caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP2 29 total interacting proteins
13 platelet interacting proteins
CASP2 Plateletweb CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
CRADD 9 total interacting proteins

2 platelet interacting proteins
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10 ANEXOS
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ANEXO A. ARTIGO PUBLICADO RELACIONADO A TESE

The miRNA Profile of Platelets Stored in a Blood Bank and Its Relation to

Cellular Damage from Storage
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ANEXO B. ARTIGO PUBLICADO RELACIONADO A TESE

Differential Expression Profile of MicroRNAs During Prolonged Storage of

Platelet Concentrates. As a Quality Measurement Tool in Blood Banks
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Abstract

Millions of blood products are transfused each year, and many lives are directly affected by
transfusion. Platelet concentrate (PC) is one of the main products derived from blood. Even
under good storage conditions, PC is likely to suffer cell damage. The shape of platelets
changes after 5 to 7 days of storage at 22°C. Taking into consideration that some platelet
proteins undergo changes in their shape and functionality during PC storage. Sixteen PC
bags were collected and each PC bag tube was cut into six equal pieces to perform experi-
ments with platelets from six different days of storage. Thus, on the first day of storage, 1/6
of the tube was used for miRNA extraction, and the remaining 5/6 was stored under the
same conditions until extraction of miRNAs on each the following five days. Samples were
sequenced on an lllumina Platform to demonstrate the most highly expressed miRNAs.
Three miRNAs, mir127, mir191 and mir320a were validated by real-time quantitative PCR
(RQ-PCR) in 100 PC bags tubes. Our method suggests, the use of the miRNAs mir127 and
mir320a as biomarkers to assess the "validity period" of PC bags stored in blood banks for
long periods. Thus, bags can be tested on the 5th day of storage for the relative expression
levels of mir127 and mir320a. Thus, we highlight candidate miRNAs as biomarkers of stor-
age damage that can be used as tools to evaluate the quality of stored PC. The use of miR-
NAs as biomarkers of damage is unprecedented and will contribute to improved quality of
blood products for transfusions.

Introduction

In 2012, there were over 3.6 million blood donations and 3.1 million blood transfusions per-
formed in Brazil [1]. Many lives are affected by transfusions, and there is a growing need to

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0129399 June 29, 2015

1/14


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0129399&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

@’PLOS ‘ ONE

miRNA Profile of Platelets Stored in a Blood Bank

Competing Interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

improve the tools and strategies that assess the quality of transfusion products during produc-
tion and handling, thereby ensuring safety and efficacy for patient health [2].

Platelet concentrate (PC) is one the main components used for transfusion medicine. Plate-
lets are small, anucleate cells derived from cytoplasmic fragmentation of megakaryocytes in the
bone marrow. When stimulated, platelets participate in clotting both through their physical
shape and by releasing clotting factors. Thus, they are essential for maintaining homeostasis
and vascular integrity and are activated by exposed collagen in the endothelium of damaged
blood vessels [3-4].

PC transfusion is an important medical procedure for patients undergoing major surgery or
high-dose chemotherapy and patients with thrombocytopenia [5]. Clinical indications for
platelet transfusion are to prevent or control bleeding in patients with thrombocytopenia or,
less often, in patients with thrombocytopathy [6].

PC is composed of a suspension of platelets in plasma, which is prepared by double centrifu-
gation of a unit of whole blood (WB) or by apheresis, method that selectively removes only this
component from the donor [5,7]. Each component obtained from WB has ideal storage condi-
tions that allow its specific activities and functions to be preserved [8].

Even under ideal storage conditions, modifications and/or degradation of components in
blood bags may occur. Such changes, known as "storage damage", affect the useful lifespan and
quality of products derived from stored blood and consist of morphological changes, platelet
activation, changes to membrane glycoproteins and proteolysis and expression of platelet sur-
face receptors [9, 10, 11, 12, 13].

MicroRNAs (miRNAs) are small, noncoding RNA molecules that are approximately 22
nucleotides long in their mature state and that are involved in regulating gene expression in the
cell. This regulation occurs through the binding of the miRNA molecule to a messenger RNA
with imperfect complementarity in the 3' untranslated region (UTR), thereby disrupting trans-
lation and preventing gene expression [14]. Because miRNAs can alter the level of translation
without destroying the transcript, it is possible that significant changes can occur within the
cell that are not detected at the transcriptome level [15,16, 17].

Edelstein et al., reported high levels of miRNAs in normal human platelets and evidence
suggesting the biological and clinical relevance of these molecules, where beyond controlling
gene expression, miRNAs would play an important role as biomarkers of hematological dis-
eases and platelet reactivity and serve as a tool for understanding the mechanisms of gene
expression in platelets [18].

To date, there are no reports in the literature characterizing the set of miRNAs expressed
(miRnome) in PC after storage in blood banks. Therefore, the present study characterized the
most highly expressed miRNAs in PC using high coverage sequencing, examined quantitative
changes in miRNA levels during and after storage in a blood bank, then validated by real-time
quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) two miRNAs in 100 PC bags tubes and
aimed to propose candidate miRNAs as biomarkers of PC storage damage. This study is novel.

Materials and Methods
Collection and Processing of Platelet Samples

Buffy coat, the traditional approach for obtaining PC, was used in this experiment [19, 20]. To
obtain PC, a bag of WB (Bag-Matrix, 450 ml) was centrifuged (Thermo Scientific) and frac-
tionated on a Compomat G5 hematologic processor (Fresenius Kabi), which, after separating
platelets from red blood cells, automatically deposited the PC in a satellite bag [21] where
99,9% (>3 log10) leukocytes were removed by filtration [22]. Next, a PC bag was established
by pooling the PC from five satellite bags of healthy volunteers with the same blood type and
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Table 1. Quality control of platelet concentrate bag tubes.

Parameters 1 day 2 day 3 day 4 day 5 day 7 day
Swirling Positive Positive Positive Positive Positive Positive
Volume of the platelet concentrate (18 ml by PC bags tube). 3 ml 3ml 3 ml 3 ml 3 ml 3ml

WBC count (10%/ 70ml)
Platelet count (10'°)
pH

doi:10.1371/journal.pone.0129399.t001

0,51 +0,02 0,48 £ 0,02 0,42 + 0,03 0,34 + 0,03 0,25 + 0,04 0,12+ 0,06
7,20+0,10 6,9+ 0,11 6,7 £0,15 6,4+0,18 6,1+0,21 5,5+0,30
7,2+ 0,00 7,2 £0,01 7,2+0,01 7,3+0,02 7,3+0,03 7,4 +£0,03

Rh factor with negative serological results for blood-borne diseases provided by the Foundation
Center for Hemotherapy and Hematology of Para (Fundagio Centro de Hemoterapia e Hema-
tologia do Para —HEMOPA).

For this study, PC bags containing 6.0 x 10'° platelets per bag were selected. In this work,
the PC were stored in the same conditions as used in PC transfusion, that is optimal conditions.
The quality control of PC bags was assessed at HEMOPA Foundation, using the following
parameters: swirling, volume of the platelet concentrate, WBC count, platelet count and pH.
For this experiment, each of the six days tested, two bags PC tubes were subjected to routine
quality control tests and the results were similar to the PC bags used in blood transfusions
(Table 1).

The method of preparing PC bags used in this study was performed following the criteria of
Ordinance No. 1,353 from June 13, 2011 of the Brazilian Ministry of Health and was conducted
within the first 8 hours after collection of WB in a closed circuit; the first RNA extraction was
performed after 24 hours of storage [23]. Thus, "newly collected platelets" correspond to the
first day of storage at the HEMOPA Foundation. Sixteen PC bags were collected; four were
blood type A, 11 were type O, and one was type B. All bags were positive for Rh factor. As each
PC bag consisted of platelets from five donors, this project analyzed platelet miRNAs from 80
donors in total.

PC Collection and microRNA Extraction to Solexa Sequencing

The upper edge of the PC bags had a tube or cord measuring approximately 38 cm that was
filled with platelets and was removed from the PC bags to be used in this experiment. This tube
or cord is comprised of the same plastic material "breathable" of the bags, which allows for
maximum oxygen diffusion. Thus, the bag of remaining platelets was utilized as usual in blood
transfusions without burdening the HEMOPA Foundation. Since the amount of extracted
miRNA from one PC bag tube is not sufficient to perform a new individual generation
sequencing, this experiment was performed using pools PC.

Each PC bag tube was cut into six equal pieces to perform experiments with platelets from
six different days of storage (1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th and 7th). Thus, on the first day of storage, 1/
6 of the tube was used for miRNA extraction, and the remaining 5/6 was stored under the same
conditions as PC bags at 22 + 2°C under constant agitation until extraction of miRNAs on each
the following five days.

On each of the six days of storage, miRNA was extracted from 16 fragments of different PC
bag tubes. As the PC is stored in the blood bank for a period ranging from three to five days,
depending on the plasticizer in the storage bag [19], the 1st day is the high-quality control for
platelets, and the 7th day is the low-quality control for platelets.

The mirVANA miRNA isolation kit (Life Technologies) was used to extract miRNA follow-
ing the protocol suggested by the manufacturer. After analyzing and quantifying RNA integ-
rity, homogeneous aliquots from the 16 extractions from each day of the experiment were
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mixed in a single tube. Thus, when extractions were completed, six pools were isolated consist-
ing of PC miRNAs from 80 donors participating in the experiment but for six different lengths
of storage (PC from the 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th and 7th days of storage).

PC Collection, miRNA Extraction and miRNA expression validation

To validate the results obtained by Solexa sequencing, which were performed on pools of PC,
100 different PC bags tubes were used, randomly chosen, which also was cut into six equal
pieces to perform experiments with platelets from six different days of storage (1st, 2nd, 3rd,
4th, 5th and 7th). Thus, on the first day of storage, 1/6 of the 100 tubes was used for miRNA
extraction, and the remaining 5/6 of 100 PC bag tubes was stored under the same conditions as
PC bags at 22 + 2°C under constant agitation until extraction of miRNAs on each the following
five days. On each of the six days of storage, miRNA was extracted from 100 fragments of dif-
ferent PC bag tubes, totaling 600 fragments.

The mirVANA miRNA isolation kit (Life Technologies) also was used to extract miRNA of
100 different PC bags tubes. As each PC bags tubes consists of five platelet donors, 500 donors
were used to this validation experiment.

Quantification of RNA

Quantitation was performed using the Qubit Fluorometer (Invitrogen) spectrophotometer fol-
lowing the protocol recommended by the manufacturer. The quality of total RNA was mea-
sured by the amplification quality of the endogenous B-actin gene (ACTB).

Preparation of cDNA libraries

The cDNA libraries were constructed using the TruSeq Small RNA Sample Prep Kit (Illumina)
following the protocol recommended by the manufacturer. The process is summarized by the
binding of adapters to the 3' and 5' regions of the RNA molecule. The 3' adapter is specially
modified to bind to the 3'-hydroxyl group of miRNAs and other small RNAs resulting from
processing by Dicer. After adapter binding, a reverse transcriptase reaction synthesizes single-
stranded complementary DNA (cDNA). The cDNA is then amplified by PCR using a common
primer and a primer containing an index sequence in two separate and subsequent readings.

Analysis of RNA Integrity

RNA quality was determined by the RNA integrity number (RIN) using the Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies) platform. The RIN is an estimate of the integrity of total RNA samples.

Sequencing on the Illumina Platform. Libraries were sequenced on an Illumina GA IIx
(SCS 2.8 software; Illumina, San Diego, CA, USA), with a 32-mer single-end sequence. Image
analysis and base calling were performed using the RTA 1.8 software.

Processing of Sequencing Runs

The files generated by sequencing, with the.fastq extension, were converted to double encoder
format and imported into the CutAdapt software (version 0.9.4) for the removal of adapters
and conversion to the.fastq format, which is the input format for the alignment program. The
FASTQC software (version 0.9.2) was used to assess read quality.

The latest version of the human genome (Hg19/GRCh37), as provided by The Genome Ref-
erence Consortium present in the database of the National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI), was used as a reference for the alignment of sequenced libraries. The Spliced
Transcripts Alignment to a Reference (STAR) program was used to align sequences [24].
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MiRNAs generated by sequencing were identified according to the most recent miRNA data-
base, miRBase version 20 (http://www.mirbase.org/).

All miRNAs sequences of platelets are available in the NCBI Gene Expression Omnibus
(GSE61856).

Analysis of Expression Data

To normalize the gene expression data values generated by mapping, the reads, in "reads per
million" (RPM), were calculated in logarithm base 2 or binary logarithm (log2). The DEGseq
program (version 1.17.1) present in the R analysis package was used to analyze the differential
expression profiles of platelet miRNAs at each of the six different storage timepoints (1st, 2nd,
3rd, 4th, 5th and 7th days of storage). This program identifies differentially expressed genes or
isoforms from data generated by the sequencing of RNA in different samples [25]. The R analy-
sis package was also used to generate graphs.

MiRNA expression validation

To quantitate miRNA levels of mir-127 and mir-320a, the miRNA was isolated from 100 PC
bags tubes using mirVanaTM miRNA isolation kit (Ambion). The miRNA was reverse tran-
scribed using the TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit according to the manufactur-
er’s protocol (Life Technologies, USA) with TagMan microRNA Assays for mir-127
(PN002229), mir-320a (PN002277) and mir-191 (PN002678) to RQ-PCR. Complementary
DNA was then amplified by real-time PCR using the TagMan Universal Master Mix II with
UNG (Life Technologies, USA) on a Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany). mir-191 was selected
as an internal control for miRNA input and reverse transcription efficiency because was the
miRNA of most highly expressed on six different days of storage. All RQ-PCR reactions were
performed in triplicate for both miRNA.

Results
Expression Profile of miRNAs in Freshly Collected Platelets

Sequence analysis and identification of miRNAs were performed according to the miRBase
database (version 20), which to date contains information for 1870 registered miRNAs. Table 2
summarizes the number of miRNAs identified on the six days of PC storage in the HEMOPA
Foundation. On the 1st day of PC storage, which represents the high-quality control for plate-
lets, 675 miRNAs were identified. On the 7th day of PC storage, which corresponds to the low-
quality control for these cells, 579 miRNAs were identified. However, the fewest miRNAs, 526,
were detected on the fifth day of storage.

To define the differential expression profile of the platelet miRnome, sets of miRNAs
expressed in the PC bags from the 2nd to 7th day of storage were compared with those from

Table 2. Number of miRNAs identified in the platelet concentrate (PC) according to miRBase version 20 on different days of storage.

*Periods 15t
microRNAs 311

(% microRNAs) 46.21
(Reads > 10) 1.272.181
*days

doi:10.1371/journal.pone.0129399.1002

Days of PCs Storage

2nd 3" 4t 5t 7™ Total

308 315 312 332 321 1899
45.77 46.81 46.36 49.33 47.70 —
1.317.056 1.234.576 1.441.070 1.121.352 1.274.906 6.344.086
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Table 3. Number of microRNAs highly expressed in platelet concentrate (PC), according to days of storage.

miRBase Database

MicroRNA mature sequences detected in human platelets

Deep Sequencing (Raw_Reads)

Platelets miRNAs  Mature Sequence (nt) 1% 2nd 3 4" 5 7™

let-7b 5p-UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU 22 76258.72 93880.88 81166.40 232478.10 154268.94 209761.63
let-7g 5p-UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU 22 30660.67 50650.96 31569.77 47051.60 32495.43 41100.61
let-7i 5p-UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU 22 153624.39 177540.69 187708.74 156104.61 112702.28 158197.45
miR-127 5p-CUGAAGCUCAGAGGGCUCUGAU 22 53873.53 82979.84 79817.73 40357.34 27041.92 33505.19
miR-191 5p-CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 23 389782.51 327464.40 306686.45 277301.57 207491.82 212457.63
miR-22 5p-AGUUCUUCAGUGGCAAGCUUUA 22 30309.21 32351.18 26765.51 20082.79 44801.51 36856.04
miR-221 5p-ACCUGGCAUACAAUGUAGAUUU 22 28508.84 34872.78 34905.24 22588.03 21286.25 22400.77
miR-320° AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA 22 52054.80 60729.93 76080.13 89440.35 67412.33 81753.13
miR-423 5p-UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU 23 34337.39 46224.94 51367.02 71444.64 59088.24 60370.46
miR-99b 5p-CACCCGUAGAACCGACCUUGCG 22 28068.09 7844.89 9183.39 5535.05 5610.80 5743.72

doi:10.1371/journal.pone.0129399.t003

the 1st day. The identified miRNAs were considered differentially expressed when the expres-
sion difference reached two-fold (2X) with p < 0.05 (Table 3).

Degradation profile of miRNAs

The quantitative loss of the 10 miRNAs with highest expression in the PC from the 1st to the
7th day of storage was analyzed. Expression was ranked based on raw RPM expression values.
The 10 miRNAs with the highest expression on day 1 of PC storage, in descending order, were
hsa-mir-191, hsa-let-7i, hsa-let-7b, hsa-mir-127, hsa-mir-320a, hsa-mir-423, hsa-let-7g, hsa-
mir-22, hsa-mir-221 and hsa-mir-99b (Fig 1A).

On the 2nd day of PC storage, the expression profile featured nine of the 10 miRNAs most
highly expressed on day 1 because miRNA hsa-mir-99b, which corresponds to the 10th most
highly expressed miRNA, quantitatively decreased and miRNA hsa-mir-92a-1 replaced it
among the 10 most highly expressed miRNAs (Fig 1B).

On the 3rd day of PC storage, the expression profile featured nine of the 10 most highly
expressed miRNAs from the 1st and 2nd days because the 10th most highly expressed miRNA
on the 2nd day of storage, hsa-mir-92a-1, quantitatively decreased and another miRNA, hsa-
mir-4433Db, replaced it among the 10 most highly expressed miRNAs (Fig 1C).

Analyzing the expression profile of miRNAs in PC on the 4th day of storage revealed that
the miRNAs hsa-mir-221, hsa-mir-22 and hsa-mir-4433b, which were among the 10 most
highly expressed miRNAs in PC between the 1st and 3rd days of storage, quantitatively
decreased and were replaced on the 4th day of storage by miRNAs hsa-mir-92a-1, hsa-let-7d
and hsa-mir-28 (Fig 1D).

A comparison of the PC from the 1st and the 5th days of storage revealed eight miRNAs in
common because the 9th and 10th most highly expressed miRNAs from the 1st day of PC stor-
age, hsa-mir-221 and hsa-mir-99b, respectively, began to quantitatively decline on day 5 and
were replaced by miRNAs hsa-mir-92a-1 and hsa-let-7d. Additionally, starting on the 4th day
of storage, the miRNA hsa-mir-28 quantitatively decreased and was replaced by the miRNA
hsa-mir-22 on the list of the 10 most highly expressed miRNAs on the 5th day of storage (Fig
1E).

The expression profiles of the 10 most highly expressed miRNAs in PC were similar on the
5th and 7th days of storage, with quantitative variations, but the miRNAs occurred in the same

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0129399 June 29, 2015 6/14



o ®
@ : PLOS | ONE miRNA Profile of Platelets Stored in a Blood Bank

PC 1#*Day PC 2 Day PC 3%Day

Nommalized expression level (Logl 0)
Normalized expression level (Logl0)

Fig 1. Expression profile of most highly expressed miRNAs, in log10 scale, in PCs on each day of storage. (A) Profile of the ten most expressed
miRNAs on the 1st day of storage, considered as positive control; (B) Profile of the ten most expressed miRNAs on the 2nd day of storage with nine of the ten
miRNAs present on the first day, differing only by miR-92a-1 in place of miR-99b; (C) Profile of the ten most expressed miRNAs on the 3rd day of storage,
with nine of the ten most expressed miRNAs in the 1st and 3rd day; (D) Profile of the ten most expressed miRNAs on the 4th day of storage, with seven of the
ten most expressed miRNAs on Day 1, differing by miRNAs let-7d, miR-28 and miR-92a-1;(E) Profile of the ten most expressed miRNAs on the 5th day of
storage, with eight of the ten most expressed miRNAs on Day 1, with the exception of miR-92a-1 and let-7d; (F) Profile of the ten most miRNAs expressed in
the 7th day of storage are similar to day 5, with quantitative variation. Errors bars show standard error of expression levels by reads per million.

doi:10.1371/journal.pone.0129399.g001

order from the most highly expressed miRNA (hsa-mir-191) to the miRNA with lowest expres-
sion (hsa-let-7d) (Fig 1F).

Fig 2 summarizes the list of the 10 most highly expressed miRNAs on the six days of PC
storage. In total, 14 miRNAs are present on the six lists. The miRNA hsa-mir-191 was the most
highly expressed on all six days of PC storage. The Fig 2 also shows that the miRNAs hsa-mir-
127 (mir127) and hsa-mir-320a (mir320a) are the fourth and fifth most frequently occurring

Order 1 day 2 day 3 day 4 day 5 day 7 day
1 hsa-mir-191 hsa-mir-191 hsa-mir-191 hsa-mir-191 hsa-mir-191 hsa-mir-191
2 hsa-let-7i hsa-let-7i hsa-let-7i hsa-let-7b hsa-let-7b hsa-let-7b
3 hsa-let-7b hsa-let-7b hsa-let-7b hsa-let-7i hsa-let-7i hsa-let-7i
4 hsa-mir-127 hsa-mir-127 hsa-mir-127 hsa-mir-320a hsa-mir-320a hsa-mir-320a
5 hsa-mir-320a hsa-mir-320a hsa-mir-320a hsa-mir-423 hsa-mir-423 hsa-mir-423
6  hsa-mir-423 hsa-let-7g hsa-mir-423 hsa-mir-92a-1 hsa-mir-22 hsa-mir-22
7 hsa-let-7g hsa-mir-423 hsa-mir-221 hsa-let-7g hsa-let-7g hsa-let-7g
8 hsa-mir-22 hsa-mir-221 hsa-let-7g hsa-mir-127 hsa-mir-127 hsa-mir-127
9 hsa-mir-221 hsa-mir-22 hsa-mir-22 hsa-let-7d hsa-mir-92a-1 hsa-mir-92a-1

hsa-mir-99b hsa-mir-92a-1 hsa-mir-4433b hsa-mir-28 hsa-let-7d hsa-let-7d

(=
o

Fig 2. List of the 10 most highly expressed miRNAs, in descending order, on the six days of platelet concentrate storage. In total, 14 miRNAs were
included in the six lists.

doi:10.1371/journal.pone.0129399.9002
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Fig 3. Expression profile of miRNAs hsa-miR-127 and hsa-miR-320a in PC bags during the six days of storage investigate. (A) Expression profile in
reads per million of mMiRNAs miR-127 and miR-320a; (B) Average expression of miRNAs miR127 and miR320a and their respective standard deviations.

doi:10.1371/journal.pone.0129399.9003

during the first three days of storage, and these miRNAs switch positions on the following
three days. Thus, mir320a becomes the 4th most highly expressed miRNA from the 4th to 7th
day of storage, whereas mir127 becomes the 8th most highly expressed miRNA. This inverse
expression between mir127 and mir320a depending on the storage time may allow us to iden-
tify PC bags that still exhibit physiologically normal platelets even after storage more than 5
days (Fig 3A).

MiRNA expression validation

The analyses of sequencing were made on pooled samples from 16 PC. Theoretically this
means that increased levels of an individual miRNA could be caused by very high levels in just
one or two of the concentrates and may not at all be present in some of the others. To check if
this technical artifact happened, and to validate the miRNAs mir127 and mir320a as biomark-
ers to assess the "validity period" of PC bags stored in blood banks for more than 5 days, 100
PC bags tubes were tested to verify a quantitative relationship between mir320a mir127 in the
six different days of storage. The miRNA mir-191 was selected as an internal control because
was the miRNA of most highly expressed on six different days of storage. The relative quantifi-
cation of miRNAs and mir127 mir320a, for mir-191, validated the results found in the Illumina
sequencing platform. The inverse expression of these two miRNAs from the 4th day it was con-
firmed and can be seen in Fig 3A and 3B. In Table 4 we can observe that with increasing storage

Table 4. Average expression of miRNAs miR-127 and miR-320a in the six days of storage investigated, their standard errors and p-value.

Storage day Mir-127 Mir-320a
*RQ (MeanSD) *p-value RQ (MeantSD) p-value

1st 0.29 + 0.06 0.784 0.21 £ 0.05 0.780
2nd 0.41 £ 0.11 0.850 0.27 £ 0.09 0.815
3 0.42+0.12 0.852 0.38+£0.13 0.847
4t 0.31+£0.15 0.787 0.51+£0.14 0.876
5t 0.24 £0.19 0.772 0.54 £ 0.17 0.875
7" 0.36 + 0.21 0.793 0.60 + 0.23 0.894

*Real-Time Quantitative PCR
* p-value calculated by pair-sample T test.

doi:10.1371/journal.pone.0129399.1004
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Fig 4. Heatmaps from relative expression of miRNAs, using as a metric the euclidean distance calculated between each PC bag and storage
periods for hierarchical cluster construction. Heatmaps was performed with the GENE-E module from GenePattern tool version 3.9.1. The blue bar
indicates decreased expression, while the red bar indicates increased expression. (A) A sample of the relative expression of 100 PC bags were hierarchically
clustered and scored as statistically significant p <0.001 for six periods of storage, showing that miR-127, was shown to be down-regulated in most PC bags
experimentally validated. (B) A sample of the relative expression of 100 PC bags were also grouped hierarchically and scored as statistically significant at

p <0.001 during storage periods. This grouping confirmed that miR-320a, was down-regulated in most validated PC bags. In all these 100 PC bags used for
the validation of miRNAs (miR-127 and miR-320a), there was a similarity in groups of the 4th, 5th and 7th periods of storage, showing down-regulated profiles
that can be related with the biological function of these miRNAs to storage cell damage.

doi:10.1371/journal.pone.0129399.g004

time also increases the standard deviation of the expression of miRNAs mir127 mir320a and in
the heatmaps of the Fig 4A and 4B we can observe the miRNAs expression variation during the
storage days in 100 PC bags tested.

Discussion

Platelets help control bleeding by acting as hemostatic plugs in the vascular endothelium,
thereby playing an important role in the primary hemostasis of patients [26]. miRNAs are a
class of small RNA molecules of approximately 22 nucleotides in their mature state that are
involved in regulating gene expression within cells. This regulation occurs through the binding
of a miRNA molecule to a messenger RNA by imperfect complementarity in the 3' untrans-
lated region (UTR), thereby interrupting translation and protein production [14].

A study by Landry et al., demonstrated the existence of diverse and abundant miRNAs as
key regulators of mRNA translation in human platelets, thus establishing the existence and
functionality of a gene regulation process based on miRNA in these anucleate cardiovascular
cells [27]. However, there are still no published reports on the characterization of the PC miR-
nome before or after storage in blood banks.

Because platelets are small, anucleate cells derived from the cytoplasmic fragmentation of
megakaryocytes [3], they are unable to synthesize new miRNAs, and therefore, the number of
miRNAs is expected to decrease during storage in a blood bank. The half-life of a miRNA mol-
ecule varies [28], and miRNAs may suffer rapid turnover [29] or remain stable for longer than
12 days [30]. However, the half-life of platelet miRNAs is expected to be fairly short because
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platelets circulate in the blood for approximately five days and are then removed from circula-
tion and destroyed by the spleen [31].

PC should be stored between 20°C and 24°C for up to five days under sufficient agitation
for proper oxygenation to prevent platelet aggregation [5]. Storage periods depend on local leg-
islation and the additive used in PC solutions, and the validity period is limited by regulations
from health authorities to ensure the safety and quality of the product from bacterial growth
and the loss of platelet viability during storage due to causes such as lactate accumulation, mor-
phological transformation and platelet aggregation [32].

Expression Profile of miRNAs in Platelets Stored in the Blood Bank

Approximately 22% of miRNAs were lost from the 1st to 5th day of storage; however, the num-
ber of miRNAs increased on the 7th day of storage, which corresponds to the low-quality con-
trol for platelets, relative to the 4th and 5th days of storage. This increase was not expected
considering the gradual degradation of miRNAs over days in storage. However, it is likely that
miRNA precursors (pre-miRNAs) of mature miRNAs that regulate senescence were cleaved
after the 5th day of storage by RNA editing enzymes, such as RNase and RNA helicases,
thereby increasing the number of identified miRNAs [33]. Another hypothesis that could
explain the increase in the number of miRNAs from the 5th to the 7th day assumes that RNA
precursors can be cleaved to produce fragments of small RNAs with a regulatory capacity to
inhibit protein translation in response to stress [34]. In this case, specifically, the stress would
result from aging due to storage for more than five days.

The six lists of the most highly expressed miRNAs contain 14 miRNAs in total; of these, the
miRNAs hsa-mir-4433b, hsa-mir-221 and hsa-mir-423 have not previously been associated
with platelet physiology. The miRNA hsa-mir-4433b is a precursor of the miRNAs hsa-mir-
4433b-3p and hsa-mir-4433b-5p [35]; the expression of miRNAs hsa-mir-221 and hsa-mir-
423 were mainly associated with cancers of the lungs [36] and liver [37], respectively, prior to
the present study. Expression levels for the other 11 miRNAs (hsa-let-7b, hsa-let-7d, hsa-let-7i,
hsa-let-7 g, hsa-mir-22, hsa-mir-28, hsa-mir-92a-1, hsa-mir-99b, hsa-mir-127, hsa-mir-191
and hsa-mir-320a) were reported in published studies on platelets [38-43]; however, some of
these miRNAs are also involved in other cellular processes such as aging [44], control of the
cell cycle [45] and bodily reactions such as the immune response [46] and inflammation
[47,48].

The miRNA hsa-mir-191 was the most highly expressed on all six days of PC storage. At the
other extreme, three miRNAs appeared only once on the list of the 10 most highly expressed
miRNAs, all in tenth place: hsa-mir-99b, hsa-mir-4433b and hsa-mir-28. The list of the highly
expressed miRNAs was somewhat different from previous reports, such as mir-223 [42, 47, 49]
probably the analyses of sequencing that were made on pooled samples from 16 CP and the
storage time of platelets in the blood bank, where first RNA extraction was performed after 24
hours of storage, may have induced a slight variation.

Biomarkers to assess the validity of platelet concentrate

The applicability of this study is to indicate biomarkers that can be used to assess the validity of
platelet concentrate. An example of this can be observed in inverse expression between mir127
and mir320a that depending on the storage time may allow us to identify PC bags that still
exhibit physiologically normal platelets (not activated) even after long storage periods (more
than 5 days) that could be used for blood transfusions in the event that fresher bags are unavail-
able. To our knowledge, there is no report in the literature indicating a direct relationship
between the miRNAs mir-127 and mir-320a to mechanisms of platelet activation and/or
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apoptosis. As previously mentioned, after five days of storage in a blood bank, all unused PC
bags are discarded [23]; however, many of these bags may contain functional platelets because
the kinetics of cellular aging are influenced by age, type of nutrition and exposure to environ-
mental agents of the blood donors [50,51].

Our example suggests the use of the miRNAs mir127 and mir320a as biomarkers to assess
the "validity period" of PC bags stored in blood banks for more than 5 days. Thus, bags can be
tested on the 5th day of storage for the relative expression levels of mir127 and mir320a.
Expression levels of mir127 lower than those of mir320a would indicate that platelets suffered
aging in vitro and most likely exhibit storage damage, which would make the PC bag unsuitable
for transfusion because this is the PC profile after the 4th day of storage. However, expression
levels of mir127 greater than or equal to those of mir320a would indicate that the PC bag still
contains physiologically normal platelets because this is the PC profile during the first three
days of storage. Validation of the expression of miRNAs mir127 and mir320a, in 100 PC bags
tubes, confirmed the findings of Solexa Sequencing. Comparing Fig 3A with Fig 3B we can
observe a similarity in the expression of these two miRNAs profile. The pattern of the relative
amount of expression of miRNAs mir320a and mir127, and deviation, increase with increasing
storage time of platelets in blood bank (Table 4), was due to each of the 100 PC bag is com-
prised of platelets from different donors and reinforces our hypothesis that miRNAs could be
used as biomarkers of "Validity Period" of PC bags stored in blood banks. For example the fifth
day of storage can be observed in the standard deviation of Fig 3B that some bags PC tube had
a expression levels of mir127 greater than or equal to those of mir320a would indicate that the
PC bag still contains physiologically normal platelets. Parameters as swirling, volume of the
platelet concentrate, WBC count, platelet count and pH, endorsed this assumption. In future,
the assessment of the platelet mitochondrial membrane potential using rhodamine 123 as a
probe for mitochondrial membrane potential can confirm our hypothesis. Anyway, the bioin-
formatics analysis of the target gene prediction of the mir127 and mir320a using the miRWalk
Database 2.0, and DAVID Bioinformatics Resources 6.7 for gene enrichment, showed us that
these microRNAs regulates several genes of mitochondrial energy metabolism, opening a wide
field of research in this area.

Interindividual differences among blood donors is reflected in the different degradation
times of miRNAs and show that the use of miRNAs as biomarkers of aging platelets in the
blood bank is a promising method. Detecting platelet activation can allow the early detection
of changes that affect platelet viability during storage. To conclude that the use of miRNA will
contribute to improved quality of blood products the results need to be correlated to morpho-
logical marker of platelet storage lesion. The unique morphology of platelets and certain func-
tional characteristics can be assessed by flow cytometry, which uses monoclonal antibodies to
recognize changes in the expression levels of glycoproteins on the surface of platelets that act as
pro-coagulants [52,53]. However, the main purpose of detecting platelet activation during PC
preparation and storage is to assess the final quality of the PC bag and allow the selection of PC
bags that have been stored for more than 5 days but are still suitable for blood transfusion.

Conclusion

The firm conclusion that can be drawn from the data is that platelet concentrates contains
miRNA and the concentrations varies over time. To our knowledge, there is no method to
identify PC bags with functional platelets among those to be discarded after five days of storage
in blood banks. Thus, evaluating the ratio of the expression levels of mir127 and mir320a
(mir127/320a) may become a unique and extremely important methodology for transfusion
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medicine because it can be performed quickly before PC bags are discarded. However, further
studies are needed.
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Abstract

Platelet concentrate (PC) is a key blood component, which even in good storage conditions, susceptible to cellular
damage over time. Hence, blood banks discard unused PC bags after 5 days of storage. Biomarkers of PC quality
are therefore highly sought after in blood bank governance. We used the data (Gene Expression Omnibus:
GSE61856) generated with next-generation sequencing to examine the expression profiles of microRNAs (miR-
NAs) from PCs that were stored for 6 days in a blood bank, that is, 1 day longer than is normally stored PC. We
identified the 14 most differentially expressed miRNAs by comparing a control PC on the first day of storage with
the PCs on each of the subsequent 5 days of storage from day 1 to 6. In all, we identified nine miRNAs with the
downregulated profile (miR-145-5p, miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, miR-338-5p, miR-451a,
miR-501-3p, and miR-99b-5p) and five upregulated miRNAs (miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-
3p, and miR-939-5p). These miRNAs were validated by real-time quantitative PCR in 100 PC units. As each PC
unit is composed of platelets of five individuals, the validation was thus performed in 500 individuals (250 men and
250 women, comprised 18—40 years old adults). The data were analyzed with hierarchical clustering and principal
component analysis, which revealed the variation of mean relative expression and the instability of miRNAs half-
life on the fourth day of PC storage, which coincides with time of onset of platelet storage lesions. These new
observations can usefully inform future decision-making and governance in blood banks concerning PC quality.

Keywords: platelet concentrates, diagnostic medicine, storage lesions, microRNA, blood bank

Introduction

P LATELET CONCENTRATE (PC) IS ONE OF THE MAJOR BLOOD
PRODUCTS used in therapeutic transfusion. This blood
component requires special storage; however, even under
good storage conditions, modifications or degradations may
occur and are known as storage lesions (Handigund et al.,
2016). Under normal storage conditions, platelets can be
activated causing cellular storage damage that affects life and
quality of PC. These PC modifications include morphological
and physiological changes, platelet activation, changes in
membrane glycoproteins and proteolysis, and expression of
platelet surface receptors.

These changes may alter the structure and function of
platelets and are referred to as the platelet storage lesion
(PSL) (Cho et al., 2018). One reason for this loss of quality is
due to mitochondrial dysfunction and apoptosis and ulti-
mately viability loss during storage (Dahiya et al., 2015).

A serious problem that affects public and private health is
the lack of PCs that commonly affect countries with few
blood donors, such as Brazil. In addition to the lack of donors,
the main difficulty is that after 5 days of storage in the blood
bank, all unused PC bags are discarded as a result of storage
lesions (Ministério da satde, 2012), and on the sixth day PCs
may be missing from the stock, causing serious problems to
hospitals dependent on a blood bank. However, many of these
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packets may still contain functional platelets, since the ki-
netics of cellular aging are influenced by the age, type of
feeding, and exposure to environmental agents, to which
blood donors may have undergone (Leytin, 2012; Pope et al.,
2004). Biomarkers of PC quality are therefore highly sought
after in blood bank governance.

Studies have shown that a proposed mechanism based on the
molecular regulation of platelet microRNAs (miRNAs) has been
shown to be relevant for ex vivo storage lesions, since platelets
when stored, continue to translate proteins from mRNA (Pontes
etal.,2015; Yanetal., 2016). Although they are enucleated cells,
many necessary components for regulation of genes in mature
platelets are preserved from their megakaryocytes (e.g., nRNA,
pre-miRNAs, Dicer, TRBP2 e Ago2) (Edelstein et al., 2013;
Landry et al., 2009; Opalinska et al., 2010).

Platelets maintained under storage conditions continue to
translate protein, process pre-miRNAs into mature miRNAs,
confirming a correlation between the platelet transcriptome and
its proteomic profile supporting the capacity of de novo protein
synthesis in platelets storage (Schubert and Devine, 2010;
Schwertz et al., 2010; Yan et al., 2016). During storage, the
release of miRNA-rich microparticles triggered primarily by
factors such as shear stress and activation that may modify
expression profiles of the miRNAs (Boilard and Belleannée,
2016; Laffont et al., 2013). The biological role of miRNA is
mainly linked to its ability to act together and mediate sequence-
specific regulation by repressing translation of mRNAs at spe-
cific nontranslated binding sites (Laffont et al., 2013).

In our earlier study, we characterized the most expressed
miRNAs in PCs during 6 days of blood bank storage, inde-
pendently, without comparing 1 day with the other (Pontes
et al., 2015). The objective of this work was to identify in a
database, generated by our research group, the miRNAs with
more frequent differential expression, when we compared
6 days of storage of the PCs with a control PC (PC of the first
day of storage). Afterward, we validated 14 miRNAs in 100
PC units and also queried the predicted target genes that can
be regulated by these miRNAs and their relationship with the
lesions of storage of platelets, in addition to their variation
during the storage.

Materials and Methods
Ethics statement

For all platelet experiments of Foundation Center for He-
motherapy and Hematology of Para (Fundacdo Centro de
Hemoterapia e Hematologia do Parai—HEMOPA), blood do-
nor volunteers signed a free and informed consent form. All
biosafety policy guidelines were applied in the involved lab-
oratories, with the approval of the Ethics Committee (#194,
196, approval October 17, 2012).

In silico identification of miRNAs

The reads obtained from the sequence read archive (Table 1)
of the six libraries were downloaded from Gene Expression
Omnibus: GSE61856. These 3" adapter reads detected with a
sequence length <17 nucleotides (nt) were removed with Cu-
tadapt (Martin, 2011). We identified more than 90% of the
high-quality reads in all libraries, which had already been
evaluated by FASTQC software in our first study (Pontes et al.,
2015). The second strategy was to verify the quality of miRNA

MAUES ET AL.

TABLE 1. SAMPLES USED IN THIS STUDY

Cell type: platelets

Samples (GEO)* Sample name SRA Reference

GSM1515807  Platelets first day SRX716593 PMID:
GSM1515808  Platelets second day SRX716594 26121269
GSM1515809  Platelets third day =~ SRX716595
GSM1515810  Platelets fourth day SRX716596
GSM1515811  Platelets fifth day SRX716597
GSM1515812  Platelets seventh day SRX716598

#Access number GSE61856, (http://ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgi?acc=GSE61856).
GEO, Gene Expression Omnibus; SRA, sequence read archive.

reads. We identified a variation of 15-27 nt in the reads quality
of miRNAs that were shown to be centered at 22 nt and had a
length <20% of a total of 44% of human miRNAs.

When we changed the length criterion of the qualified
reads to a length of 15-35 nt, we noticed that the six libraries
showed strong peaks in the length of 32 nt (Supplementary
Table S1). Analysis of the reads category showed that most of
these reads greater than 22 nt belonged to noncoding RNA.
Then, with CAP-miRSeq (Sun et al., 2014), we identified and
quantified the known miRNAs based on the miRBase anno-
tation, version 21 (http://mirbase.org/).

Identification of miRNAs between PC
from different storage days

We identified the common miRNAs between first day storage
PCs used as control, and the PCs of the other storage days as the
target of this study. Then, we made the following comparisons:
first versus second, first versus third, first versus fourth, first
versus fifth, and first versus seventh days of storage. We used the
InteractiVenn tool (Heberle et al., 2015) to identify miRNAs, in
the region of the intersection of the Venn diagram, that were
subsequently selected for differential expression analysis.
miRNAs with 210 reads were selected for clustering paired with
Venn diagrams between two PCs (control vs. target).

Analysis of differentially expressed miRNAs

The raw reads for each miRNA sequence were first nor-
malized using in reads per million (RPM), and the differen-
tially expressed sequence counts between the two PCs (control
vs. target) were then analyzed using the Poisson distribution
method (Audic and Claverie, 1997) with the algorithm IDEG6
(Romualdi et al., 2003). The Log, Fold-Change (FC) = (target/
control) measurement was applied to estimate the differential
expression of miRNAs. The statistical significance of the
miRNAs between two libraries of the investigated conditions
was estimated by the p-values. We used the p-value correction
with the Bonferroni method (Abdi, 2007).

miRNA expression validation in 100 PC units

Buffy coat, a traditional approach to obtaining PC, was used
in this experiment (Hogman, 1988; Vasconcelos et al., 2003).
To obtain the PC, a bag of whole blood (Bag-Matrix; 450 mL)
was centrifuged (Thermo Scientific) and fractionated on a the
Compomat G5 hematological processor (Fresenius Kabi),
which after the separation of the platelets from the red blood
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cells automatically deposited the PC in a satellite bag (Bon-
tekoe et al., 2014), and 99.9% (>3 logl0) leukocytes were
removed by filtration (Bruil et al., 1995).

Each PC consists of platelets from five donors, so validation
was performed on 500 donors (250 men and 250 women in the
age group that comprises young adults—between 18 and 40
years old). Six days of storage were analyzed in a blood bank,
and the first day was the control for the other 5 days. Thus, five
differential expression comparisons were performed for each
of the 14 miRNAs found, giving a total of 70 analyses per PC.
In 100 PCs, there were 7000 analyses, the total of this vali-
dation. Mir-191 was selected as an internal control for miRNA
input and reverse transcription efficiency because the miRNA
was most highly expressed on six different days of storage
(Pontes etal., 2015). All real-time quantitative PCR (RQ-PCR)
reactions were performed in triplicate for both miRNA.

To quantify miRNA levels of miR-145-5p, miR-150-5p,
miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, miR-338-5p, miR-
451a, miR-501-3p, miR-99b-5p, miR-1304-3p, miR-411-5p,
miR-432-5p, miR-668-3p, and miR-939-5p, miRNA was iso-
lated from 100 different PC units, using mirVanaTM miRNA
Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA).

The miRNA was reverse transcribed using the TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit according to the man-
ufacturer’s protocol (Thermo Fisher Scientific) with TagMan
microRNA Assays for miR-145-5p (002278), miR-150-5p
(000473), miR-183-5p (002269), miR-26a-5p (000405), miR-
331-3p (002233), miR-338-5p (002658), miR-451a (001141),
miR-501-3p (001047), miR-99b-5p (000436), miR-1304-3p
(002874), miR-411-5p (001610), miR-432-5p (001026), miR-
668-3p (467282_mat), and miR-939-5p (002182) to RQ-PCR.
Complementary DNA was then amplified by real-time PCR
using the TagMan Universal Master Mix II with UNG (Thermo
Fisher Scientific) on a Rotor-Gene Q (Qiagen, Germany).

Statistical analysis

To test the level of relative expression of the miRNAs, a
first analysis of variance (ANOVA) test was applied in
multiple comparisons between the days tested. Subsequently,
a second ANOVA test was applied in multiple comparisons
to estimate the significance of the relative mean of miRNAs
in 100 PC units with (p<0.001). A third Wilcoxon signed
rank test (p <0.001) between (second and fourth day) relative
expression of the miRNAs was applied.

Analyses were done with GraphPad Prism™ Software
(GraphPad Software, Inc., CA, USA, www.graphpad.com).

Supervised hierarchical cluster analysis and heatmaps of
differential miRNA profiling in PC were performed using

the GENE-E module of the GenePattern 3.9.6 tool (http://
broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/). Analysis with
principal component analysis (PCA) was made using the
ClustVis (Metsalu and Vilo, 2015). Ellipses were predicted with
95% confidence to ensure segregation between groups.

Results
Analyses de libraries sequenced

In this study, we analyzed data from six libraries sequenced
with next-generation sequencing (NGS), corresponding to the
6 days of storage, which generated 16-28 million reads
(Table 2). The six libraries that were sequenced with NGS
produced together a total of 108,557,843 high-quality reads
(Supplementary Table S1). We identified the highest amount
of precursors in the control PC ((GSM1515807], Table 2), with
atotal of 612 pre-miRNAs that were annotated to be expressed
on the first day. However, this amount decreased in PCs from
the second to the fifth day and increased only in the PCs of the
last day ([GSM1515812], Table 2), with a total of 630 counted
precursors.

This behavior was also monitored for the number of ma-
ture miRNAs. In the control PC, there were 807 mature
miRNAs identified, corresponding to more than 5 million
mapped readings, later there was a decrease according to the
time of increasing storage. However, on the last day, there
was an increase of 810 mature miRNAs (Table 2). The results
of the amount of precursor and mature miRNAs are in Sup-
plementary Table S2.

Compatrison of differentially expressed miRNAs
during platelet storage

When comparing the first day (storage control) with the
second day of storage, we found 284 miRNAs differentially
expressed in common; when we repeated this comparison be-
tween the first and third day of storage, we identified 290
miRNAs differentially expressed in common. All five com-
parisons of this genus are described in Supplementary Table S3.

We compared frequencies of occurrences of differentially
expressed miRNAs between first versus second, first versus
third, first versus fourth, first versus fifth, and first versus
seventh storage, based on the Poisson distribution approach
(Audic and Claverie, 1997). With this, we identified 50, 68,
157, 150, and 149 miRNAs, respectively (Supplementary
Table S4). Of these five sets of miRNAs, we identified 14
common to all (Fig. 1A). Of the 14 miRNAs, 9 were expressed
downregulated (miR-145, miR-150, miR-183, miR-26a-1,
miR-331, miR-338, miR-451a, miR-501, and miR-99b), while

TABLE 2. DATA SUMMARY FOR MICRORNA PLATELETS

Categories First day Second day Third day Fourth day Fifth day Seventh day
Total reads number 16,212,635 13,594,963 17,214,842 25,325,847 16,161,626 28,515,834
High quality (Trimmed) 15,179,341 12,594,629 16,110,892 23,520,798 14,946,449 26,205,734
Precursor miRNA reads 1,273,327 1,318,186 1,235,562 1,442,130 1,122,239 1,275,954
Total: precursor miRNA 612 565 571 545 495 630
Mature miRNA reads 5,288,808 3,428,769 3,314,392 2,242,834 1,221,476 3,064,272
Mature miRNAs 807 739 737 704 622 810

The number of reads and miRNAs identified in platelet concentrate (PC) in the six samples studied.

miRNA, microRNA.
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the other five upregulated (miR-1304, miR-411, miR-432,
miR-939, and miR-668).

Then, we identified the mature miRNAs of these precursors,
based on the highest standard expression rates: miR-145-5p,
miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, miR-
338-5p, miR-451a, miR-501-3p, miR-99b-5p, miR-1304-3p,
miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p, and miR-939-5p,
(Supplementary Table SS5). This estimation of expression
quantification was inferred based on the number of sequences
generated, which was proportional to the abundance of tran-
scripts (Weyrich, 2012). In Table 3, 14 miRNAs are differ-
entially expressed in our PCs. Detailed information on these
miRNAs is shown in the expression profile, FC and mature
sequence, and specific arm annotation (5p-arm/3p-arm).

Profile of quantified miRNAs in PC

The quantitative variation of the miRNAs establishes the
predominance of a pattern of expression, since the down-
regulated profile in the greater quantity in the PC was more
stable and was normalized to a total of 97,633 RPM, while the
upregulated profile normalized to a total of 24,694 RPM.

This result confirms analysis of the unsupervised cluster of
miRNAs with distinctly defined expression profile when stored
in a blood bank for more than 5 days, as shown in Fig. 1B.
Expression variation of miRNAs on the Log;q scale with nor-
malized expression reflected the signature of miRNA profiles
during storage. The downregulated profile had a normalized
expression rate between 10 and slightly above 10,000 RPM. We
noticed the decrease in the expression of most of these miRNAs
on the fourth and seventh day, except for the miR-99b that
presented the highest level of normalized expression (Fig. 1C).

We identified nine mature miRNAs with a downregulated
profile (miR-145-5p, miR-150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p,
miR-331-3p, miR-338-5p, miR-451a, miR-501-3p, and miR-
99b-5p) que that correspond to 97,633 reads that were map-
ped from 84,605 reads of their pre-miRNAs, (Supplementary
Table S5). Upregulated miRNAs varied normalized expres-
sion between 10 and 10,000 RPM. miR-432 obtained the
highest normalized expression rate (Fig. 1D). For five mature
miRNAs with an upregulated profile (miR-1304-3p, miR-
411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p, and miR-939-5p), 24,694
reads from 72,705 reads of their pre-miRNAs were mapped
(Supplementary Table S5).

Validation of differentially expressed
miRNAs by RQ-PCR

We validate 14 miRNAs by RQ-PCR in 100 PC units to
test differential expression results in the NGS data (Supple-
mentary Table S6). The relative quantification pattern of
these miRNAs confirms the results obtained by NGS. We
confirmed the downregulated profile of miR-145-5p, miR-
150-5p, miR-183-5p, miR-26a-5p, miR-331-3p, miR-338-
5p, miR-451a, miR-501-3p, and miR-99b-5p. For example,
expression levels of miR-150-5p, miR-501-3p, miR-338-5p,
and miR-99b-5p showed that they were the first to decrease
during PC storage (Fig. 2).

When we compared these changes in 100 PC units, the
mean expression of these miRNAs was the lowest, compared
with the other six miRNAs that were also confirmed in our
validation (Fig. 2D-I). On the contrary, miRNAs upregulated
miR-1304-3p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-668-3p, and

TABLE 3. FOURTEEN DIFFERENTIALLY EXPRESSED MICRORNAS MosT CoMMON IN F1IVE CONDITIONS

(target/control)

Log, fold-change

Profile

0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00002 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated
0.00000 (**) Downregulated

0.00000 (**) Upregulated

p-Value

Seventh/
first

Fifth/
p-Value

first

Third/ Fourth/
first p-Value first p-Value

p-Value

Second/
first

miRBase: (5p-arm/3p-arm)

miRNA
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0.00001 (**) Upregulated
0.00000 (**) Upregulated
0.00048 (**) Upregulated

0.00000 (**) Upregulated

-3.04
-3.47
-1.54
-3.74
-2.49
—2.38
-2.70
-2.74
-2.29
1.54
1.30
1.90
1.09
2.26

0.00000 (*+)
0.01760 (*)
0.00000 (**)

1.77  0.00000 (**)
1.04 0.00133 (**)

1.31
2.31

~1.92 0.00000 (**)
~1.58  0.00000 (**)
~1.23  0.00057 (**)
—1.41

—2.03  0.00000 (**)
222 0.00000 (**)
220 0.02921 (¥)
270 0.00000 (**)
214 0.00000 (**)
238 0.00000 (**)

0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (**)

-3.20  0.00000 (**)

-1.98
-2.82
-1.15
-2.95
-3.59
—2.48
-3.12
-2.52
1.91
1.76
2.23
1.15
2.35

0.00000 (**)

~1.85  0.00453 (%)
—3.43  0.00000 (*¥)
~1.72 0.00000 (**)
~123  0.05688 (%)
—1.99  0.00092 (*¥)
211

~1.20  0.00000 (*+)
—1.82 0.00000 (**)
~1.57  0.00000 (*+)
2.32 0.00000 (*+)
1.47  0.00157 (*)
142 0.00000 (**)
122 0.00007 (**)
1.45  0.00000 (**)

0.00005 (*+)
0.03883 (**)
0.00366 (**)
0.00036 (**)
0.00423 (*)

0.00630 (**)
0.00000 (*)

0.00000 (**)
0.00000 (*+)
0.00000 (**)
0.00000 (**)
0.00000 (*+)
0.00000 (**)
0.00000 (**)

-2.13
-2.08
-2.04
-1.20
-1.25
-1.34
-1.25
-2.07
-1.89
2.58
1.27
1.28
1.57
1.00

Sp-guccaguuuucccaggaaucccu
Sp-ucucccaacccuuguaccagug
Sp-uauggcacugguagaauucacu
Sp-uucaaguaauccaggauaggcu
Sp-ucuuggaguaggucauugggugg
3p-ugucacucggcucggeccacuac
5p-uggggagecugaggeucugggggug

3p-gceccugggecuauccuagaa
Sp-aacaauauccuggugcugagug

aaaccguuaccauuacugaguu
3p-aaugcacccgggeaaggauucu
Sp-cacccguagaaccgaccuugeg
3p-ucucacuguagecucgaaccce
Sp-uaguagaccguauagcguacg

miR-26a-1

miR-331
miR-451a

miR-501
miR-1304

miR-99b
miR-411
miR-668
miR-939

miR-145
miR-150
miR-183
miR-338
miR-432

The absolute value of Log2 (FC) >1 or Log2 (FC) <—1, and 0.01 < p-value <0.05 (““*” after the p-value).

The absolute value of Log2 (FC) >1 or Log2 (FC) <—1, and p-value <0.01 (““** after the p-value).

FC, fold-change; miRBase, the microRNA database.
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FIG. 1. Profile of quantified miRNAs in PC. (A) Volcano plots show the number of miRNAs differentially expressed in
each comparison. In the X-axis, the values of FC, and in the Y-axis, the values of Logl0 (p-value). The gradients in light
gray represent the downregulated miRNAs, and the dark gray, upregulated miRNAs. (B) Heatmap shows distinctly defined
expression profile of miRNAs when stored in a blood bank for more than 5 days. The Euclidean distance metric was used to
group the miRNAs with similar profiles. (C) Standardized expression level on the Log;q scale (reads per million) of the
downregulated miRNAs and (D) upregulated miRNAs. In graphs C and D, the X-axis shows normalized expression level
values, and the Y-axis shows the days of storage. FC, fold-change; miRNA, microRNA; PC, platelet concentrate.
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miR-939-5p, exhibited the highest mean relative expression
in 100 PC unit (Fig. 3), surpassing the expression of the
downregulated miRNAs.

Analysis of hierarchical clustering and PCA

The results of the expression levels of miRNAs obtained
by NGS and their validation with RQ-PCR were analyzed
with hierarchical clustering and PCA. In [llumina data, there
were two groups in the hierarchical cluster that showed
higher FC similarity, clearly showing the two expression
profiles in the PC (Fig. 4A).

The hierarchical cluster also showed how the variation of
the mean relative expression reflected the instability of the
miRNAs half-life on the fourth day of PC storage. This means
that there was a gradual decrease in the number of miRNAs,
mainly after the fourth day of platelet storage, where the
miRNAs were quantified below the predicted mean for both
expression profiles, as shown in Figures 2 and 3.

MAUES ET AL.

We used a PCA analysis and identified in the NGS data that
the miRNAs were grouped with separate ellipses, displaying
the difference between the two expression profiles (down-
and upregulated) (Fig. 4C). The relative quantification data
observed by both the hierarchical grouping (Fig. 4B) and the
clustering, established by the overlapping ellipses of the PCA
(Fig. 4D), confirmed the variation in the mean expression of
all miRNAs after the fourth day.

Consequently, this variation in expression reflected the
decrease in the amount of miRNAs during platelet storage. For
all the miRNAs, we tested with Wilcoxon signed rank test
(p<0.001) this variation between the second and fourth day
(Figs. 5 and 6). We conclude that the miRNAs presented the
smallest relative expressions in the PCs of the fourth day and
probably decreased during the last 2 days of storage. For ex-
ample, miR-150-5p, miR-501-3p, miR-338-5p, and miR-99b-
5p (Fig. 5) presented the smallest relative expressions in the
PCs of the fourth day when compared with the upregulated
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FIG. 2. Relative mean expression of miRNAs downregulated (RQ-PCR analysis). In the experiment, miR-150-5p, miR-501-
3p, and miR-338-5p (A-C) presented an average of 0.6 of expression level in 100 PC units, while the others (D-I) had an
average of 0.7. ANOVA was applied in multiple comparison tests to estimate the significance of the relative mean of miRNAs
in 100 PC units. (ns, not significant, *p < 0.05, **p < 0.01, ****p <0.001). In all graphs, the X-axis shows the storage time of the
PCs, and the Y-axis, the 100 PC units. ANOVA, analysis of variance; RQ-PCR, real-time quantitative PCR.
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FIG. 3. Relative mean expression of miRNAs upregulated (RQ-PCR analysis). In the experiment, the upregulated (A-E)
presented mean expression level 0.8 in 100 PC units. ANOVA was applied in multiple comparison tests to estimate the

significance of the relative mean of miRNAs in 100 PC units

. (ns, not significant, ****p <0.001). In all graphs, the X-axis

show the storage time of the PCs, and the Y-axis, the 100 PC units.

miRNAs (Fig. 6). These results provide a reliable prediction of
differentially expressed miRNAs for the fourth day tested.

Discussion

Platelets circulate in the blood for ~ 5 days, and after that
period, they are withdrawn from the circulation and de-
stroyed in the spleen. Analogously, this aging also happens
in vitro, where blood banks in most countries despise the
platelets after 5 days of storage (Arnason and Sigurjonsson,
2017). Aging is a progressive process of loss of physio-
logical integrity, including molecular, cellular and organ
impairment, and finally, increased chronic inflammation and
vulnerability to disease and death. Research in screening
molecular markers of age to predict or monitor the physio-
logical decline associated with age and disease has experi-
enced an unprecedented breakthrough in recent years (Yu
et al., 2016).

In our previous study, we described the 10 most expressed
miRNAs on the different storage days (Pontes et al., 2015). In
this study, we focused the profile of miRNAs differentially
expressed in PCs stored in a blood bank, which in our
knowledge has not yet been reported. In these two types of
analyses, we identified that the number of miRNAs decreased
from the first to the fifth day of storage; however, the number
of miRNAs increased on the seventh day (Table 2). For ex-
ample, miR-223 is the most abundant in megakaryocytes and
platelets (Sunderland et al., 2017) and was also found in large
quantities in the present study on all days of storage (Sup-
plementary Table S2), but was not identified as one of the
most differentially expressed (Supplementary Table S4) due
to the kinetics of its degradation, and this reason was not
validated in the present study.

During storage the amount of miRNAs is expected to de-
crease (Yan et al., 2016), however, the amount of these
transcripts increased from the fifth to the seventh day. This
unexpected increase, if we take into account the gradual
degradation of miRNAs during storage, was probably caused
by platelet activation due to the aging caused by storage that
may have released miRNA-rich microparticles (Boilard and
Belleannée, 2016; Laffont et al., 2013). However, it is also
likely that pre-miRNAs that regulate senescence were
cleaved after the fifth day of enzymatic storage by RNA
editing enzymes, RNases, and RNA helicases, thus increas-
ing the number of miRNAs (Abdelmohsen et al., 2012).

Another hypothesis that could explain the increase in the
number of miRNAs from the fifth to the seventh day assumes
that precursor RNAs can undergo cleavage by producing
fragments of small RN As with a regulatory capacity to inhibit
the translation of proteins in response to stress (Kato and
Slack, 2013). In this case, the stress would also be due to the
aging caused by the storage period of more than 5 days.
However, posttranscriptional modifications may influence
the biogenesis and stability of miRNAs during ex vivo stor-
age, such as molecular changes in DICERI, reducing the
number of miRNAs that strongly regulate reactivity (Nagalla
et al., 2011).

To understand the changes that occur during PC storage,
the differential expression of miRNAs seems to be a useful
approach to identify possible changes in platelet physiology
(Dahiya et al., 2015; Yan et al., 2016). Differential miRNA
profiling can predict and monitor how miRNA molecule half-
life varies and undergoes rapid changes in stability during
storage days. It is believed that half-life of these small mol-
ecules in platelets can be very short, as abundant RNase in
circulating blood rapidly degrades plasma RNA. When
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miRNAs are transported in circulating microparticles, they
stabilize for their transport of action, mainly after activation
(Diehl et al., 2012; Jansen et al., 2014).

The applicability of our study is related to obtaining a
quality test for the PC bags. The differential expression
profile of 14 miRNAs, common to the 6-day storage of PCs,
can provide information on the in vitro aging of platelets. For
example, miR-150-5p, miR-501-3p, and miR-338-5p had the
lowest mean expression (Fig. 2) and suggest that the greater
the decrease the greater the deterioration of stored platelets.

Our data revealed that there are more downregulated
miRNAs than upregulated, which shows that platelets un-
dergo aging in vitro and storage lesions by degradation of
RNAs, since they do not present nucleus. Most of these
miRNAs are associated with platelet physiology (Kannan
et al., 2009; Edelstein and Bray, 2011). These miRNAs have
been shown in other studies to have functional roles in the

storage of platelets and clinical utility platelets (Dahiya et al.,
2015), regulation of extracellular matrix (Rutnam et al.,
2013), cancer (Mangolini et al., 2014), cell migration (Urbich
et al., 2008), cell cycle control (Bueno and Malumbres,
2011), aging process (Harries, 2014), and apoptosis (Yu et al.,
2014). Specifically, the expression of miR-338-5p, miR-331-
3p, and miR-99b-5p has been reported with platelet reactivity
(Kaudewitz et al., 2016; Rowley et al., 2011).

On the fourth day of platelet storage, PCs are still suitable
for transfusion and on fifth day most countries do not. We
illustrate in our results the miRNAs that were quantified in the
highest relative expression means on fourth day: miR-1304-
3p, miR-432-5p, miR-411-5p, miR-668-3p, and miR-939-5p,
(Fig. 3). These miRNAs can identify PCs from the fifth day of
storage that still have physiologically normal platelets and are
suitable for transfusion. Since on the fifth day, PC bags are
discarded because the ‘“‘majority of platelets” have storage



Downloaded by Mary Ann Liebert, Inc., publishers from www.liebertpub.com at 10/10/18. For persona use only.

MicroRNA PROFILES IN PLATELETS STORED IN BLOOD BANK 9

- miR-150-5p - miR-501-3p = miR-338-5p

14 P<0.001 % P<0.001 E P<0.001

& 15 a 1.5 o 1.5

] c 0

g g g

= 1.0 1.0 1.0

5 § S

‘w 7] 0.651-- g 0.681----

& %% 8 0.5 o 0.5

& 3 3

@ @ @

o 0.0 - T x 0.0 e 0.0°

IS N8 = N E S
& q'{\& & '\}‘& ;.\’&
miR-99b-5p miR-451a miR-183-5p

g P<0.001 g P<0.001 s P<0.001

& 1.5 a 1.5 & 1.5

(e c o

x x g s

= 1.0 c 1.0 " € 1.0

o 5] -

a 0.691-- ﬁ 0.734---- _5 0.757----§

@ 0.5 @ 0.5 @ 0.5

3 & s

] o 3

@ 0.0 z 0.0 - o 0.0

E w2 &r\"\ E &Nﬂ} o E &r\"\ o
q,ob W o & &

— miR-26a-5p - miR-331-3p e miR-145-5p

o P<0.001 14 P<0.001 14 P<0.001

(6] ———— Q sk ol S

o 1.5 o 1.5 {6),. 1.5,

(e e ]

x S g

g 1.0 5 1.0 5 1.0

w 0761 w 0761 o

g_ 0.5 g__ 0.54 g_ 0.54

x x x

@ @ @

o 0.0 x x 14 0.0 x x 14 0.0

E ;\‘3 \9 E N@ .\‘9 E Né .\‘9\
o & & @
q'Q - "‘,(\ ™ r‘,c‘ e

FIG. 5. RQ-PCR analysis of downregulated miRNAs on the fourth day of the PC. The quantitative expression of
downregulated miRNAs in periods of advanced storage shows that on fourth day were significantly lower when compared
with the second determined by Wilcoxon signed rank test (p <0.001). In all graphs, the X-axis shows the storage time of the

PCs, and the Y-axis, the values of RQ-PCR.

lesions, and the miRNAs can differentiate the minority that
does not have these lesions, it is a hypothesis.

Depending on the number of blood donors with suboptimal
health status (SHS), from which the PC bag is composed,
there will be more or less durability of platelet physiology.
SHS is characterized by (i) ambiguous health complaints, (ii)
loss of vitality, (iii) chronic fatigue, and (iv) low energy
levels within a period of 3 months. Individuals with SHS
present a relative shortening of telomeres (Alzain et al., 2017)
that may lead to early platelet aging.

On the contrary, the upregulated miRNAs are expressed on
all storage days and should probably regulate genes that keep
the platelet alive although activated or aged. These upregu-
lated miRNAs are potential candidates to regulate platelet
physiology in ex vivo conditions since they raise suspicion of
the existence of posttranscriptional regulation mechanisms
for controlling translation of mRNAs from apoptosis path-
ways that is a cause of PSL (Kannan et al., 2009; Yu et al.,

2014, 2015). Studies have pinpointed these miRNAs in bio-
logical pathways that are relevant to cancer (Romero-
Cordoba et al., 2012).

This increased expression of miRNAs in PC suggests that
the downregulated regulation of their targets (Kannan et al.,
2009). Kannan et al. (2009) have demonstrated that during
platelet storage in ex vivo conditions, target genes regulated by
upregulated miRNAs are potentially downregulated, making it
clear that platelets utilize posttranscriptional regulatory
mechanisms to control translation of mRNAs that activate
apoptotic pathways and accelerate cell death process (Kannan
et al., 2009; Nagalla et al., 2011). Another study of this nature
explored the regulation of miRNAs during platelet storage,
showing that there is an association of apoptosis process with
PSL and consequent loss of viability of these cells becoming
ineffective in vivo after transfusion (Yu et al., 2014).

To make our understanding even clearer, we consulted an
in silico analysis of predicted target genes regulated by
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FIG. 6. RQ-PCR analysis of upregulated miRNAs on the fourth day of the PC. The quantitative expression of the
upregulated miRNAs in periods of advanced storage shows that on fourth day were significantly lower when compared with
the second determined by Wilcoxon signed rank test (p <0.001). In all graphs, the X-axis shows the storage time of the PCs,

and the Y-axis, the values of RQ-PCR.

these miRNAs with miRWalk (Dweep and Gretz, 2015)
and PlateletWeb (Boyanova et al., 2011) (Supplementary
Table S7). Through this consultation, we find the targets of
these biologically relevant miRNAs that may help us in the
future to understand the mechanisms of gene expression of
platelets stored in blood banks.

The downregulated miRNAs (miR-150-5p, miR-501-3p,
miR-338-5p, and miR-99b-5p) appear to regulate mito-
chondrial ATPase family genes, apoptosis, tyrosine kinase
family proteins, and cell surface proteins, while upregulated
miRNAs (miR-1304-3p e miR-432-5p) probably regulate
genes that have been enriched in mitochondrial ATPase
families, caspases, and proteins that act strongly on platelet
aggregation. In the future, our results will be confirmed by
absolute quantification to estimate the exact number of copies
of each platelet miRNA (Yuan et al., 2006).

Conclusions

This study is important for transfusion medicine since
miRNA biomarkers, such as those mentioned above, can be
quantified rapidly before PC bags are discarded, which could
then usefully inform future decision-making and governance
in blood banks concerning PC quality.
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