Pedro Emanuel Serra Seco
Licenciado em Ciéncias Biomédicas

® o WD Singy
\al

£

“ret” Regulagdo do Desenvolvimento da Microglia
pelo Gene DIALR:

Uma Pista para a Etiologia do Autismo

Dissertacdo para obtencdo do Grau de Mestre em
Genética Molecular e Biomedicina

Orientador:  Doutora Ana Teresa Tavares, Investigadora,
Centro de Estudos de Doengas Cronicas, NOVA Medical
School, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade NOVA

de Lisboa

Coorientador:  Prof. Doutora Ana Catarina Certal, Professora Auxiliar
Convidada, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia,
Universidade Nova de Lisboa/lnvestigadora-Coordenadora,
Fundacao Champalimaud
Jari

Presidente:  Prof. Doutora Margarida Casal Ribeiro Castro
Caldas Braga

Arguente:  Doutora Ana Catarina Esteves Ribeiro

Vogal: Doutora Ana Teresa Tavares

Junho, 2021

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA






Pedro Emanuel Serra Seco
Licenciado em Ciéncias Biomédicas

0\\,@.51 DADe

.
o
C
&

s

» o HIND SNy

S

9 N
S 54
S5 non S

Regulacéo do Desenvolvimento da Microglia
pelo Gene DIALR:

Uma Pista para a Etiologia do Autismo

Dissertacdo para obtencdo do Grau de Mestre em
Genética Molecular e Biomedicina

Orientador:  Doutora Ana Teresa Tavares, Investigadora,
Centro de Estudos de Doencas Cronicas, NOVA Medical
School, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade NOVA
de Lisboa

Coorientador:  Prof. Doutora Ana Catarina Certal, Professora Auxiliar
Convidada, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia,

Universidade Nova de Lisboa/lnvestigadora-Coordenadora,
Fundacdo Champalimaud

Junho, 2021

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA






Regulacao do Desenvolvimento da Microglia pelo Gene DIA1R:

Uma Pista para a Etiologia do Autismo

Copyright © Pedro Emanuel Serra Seco, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de
Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem
limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com
objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e
editor.






Agradecimentos

Desde o inicio, muitos acompanharam-me e contribuiram de alguma forma para a realizacédo e
concretizacdo deste trabalho. E como ndo poderia deixar de ser, deixo aqui 0os meus sinceros
agradecimentos.

O meu primeiro e maior agradecimento destina-se a minha orientadora, Ana Teresa Tavares, por
me ter dado a oportunidade de trabalhar neste projeto, o que me proporcionou uma experiéncia incrivel
e me permitiu aprender imenso. Por me ter transmitido a sua perspetiva na investigacdo e partilhado
comigo as suas estratégias de trabalho. Pela grande disponibilidade para me tirar qualquer davida,
fazer todas correcfes nas inumeras versdes e explicar-me o mais infimo detalhe, com por exemplo a
explicacdo do nome japonés Kaede para a proteina fotoconversora. Com ela aprendi muito, desde abrir
uma “janelinha” num ovo de galinha até como se faz uma critica em ciéncia de forma construtiva. Pelo
extraordinario ensinamento que vou guardar sempre na minha memoéria “Quando néo se critica e nos
dizem que esta tudo bom, é porque ou estéo a ser simpaticos ou ndo leram o que escrevemos. Pois ha
sempre alguma coisa que podemos melhorar”. Pela incrivel paciéncia e dedicagdo que demostrou nas
muitas e longas reunides/conversas, que foram decisivas para o meu crescimento e para alcancar os
objetivos que tracamos. Um agradecimento muito especial por todos os bons momentos, pelas
inumeras gargalhadas e por vibrar comigo quando alcangamos as nossas vitorias. E mesmo nos
momentos mais dificeis, por sempre poder contar com o seu apoio e carinho. Por sempre me apoiar e
estimular, para que pudesse dar o meu melhor. Por me ter transformado numa pessoa mais atenta ao
que arodeia, detalhada e focada. Para mim é uma extraordinaria fonte de inspiracédo e com quem ainda
espero continuar a aprender. Concluindo, nesta etapa tdo desafiante e importante na minha vida, muito
obrigado pela excelente orientacao!

Gostaria também de agradecer a minha co-orientadora, Professora Ana Catarina Certal, pois foi
nas suas aulas que descobri o fantastico modelo que é o peixe-zebra, despertando em mim um fascinio
imediato. Agradecer também pela atencdo e apoio demonstrados logo desde inicio e por todo o
feedback valioso que me ofereceu.

Em especial, quero agradecer ao Dr. Antonio Jacinto por me ter acolhido no seu grupo de
investigacao, pela motivacdo e boa disposi¢cdo, com que sempre me presenteou. Por ter sido incansavel
comigo e pela extraordindria rapidez com que me ajudou no momento em que mais precisava. No
“timing certo” marcou a minha vida de forma positiva fazendo toda a diferenga. Um grande obrigado
por tudo!

Quero deixar um agradecimento bastante especial a Carolina Crespo, por todo o apoio e motivagéo
demostrados desde as minhas primeiras experiéncias. Pelos deliciosos elogios ao meu trabalho, ao
template e slides das minhas apresentacdes. Por toda aten¢éo, paciéncia e dedicacéo em ensinar-me
o procedimento pratico da microscopia confocal e em transmitir-me o seu conhecimento, constituindo
um suporte fundamental para a obtencdo de imagens com esta técnica. Mas quero agradecer
igualmente por toda a forga, amizade, bons conselhos, simpatia e carinho que me deu, que foram
essenciais e indispenséveis para conseguir ultrapassar os momentos mais dificeis e ajudar-me a
reencontrar o caminho a seguir. Muito obrigado por tudo!

Um grande agradecimento a Raquel Lourenco, por todos os procedimentos com os Kits,
estratégias, ensinamentos e todas as horas dispensadas para me ensinar as técnicas de Biologia
Molecular e hibridacéo in situ. De facto, foi extraordindria, deixando de fazer o seu trabalho para me
acompanhar e supervisionar na minha primeira tentativa sozinho. A dedicagdo disponibilizada foi
bastante importante para me ajudar a alcancar sucesso imediato nestas técnicas. Nao podia deixar de
recordar que saber escolher os embrides de peixe-zebra dos 6vulos ndo fecundados, foi a primeira
licdo que me deu.

Quero deixar um agradecimento muito especial & Rute Salvador, por me ter recebido de bracos
abertos e pelo espacinho que me ofereceu na sua secretaria para me poder sentar, abrindo assim
caminho para grandes conversas, bons momentos, 6timos conselhos. Por todo o apoio, simpatia e
amizade que me deu sempre que precisei, qgue foram muito importantes tanto na bancada como fora
dela.

Um enorme agradecimento as maravilhosas pessoas Ana Teresa Matias, Ana Sofia Brand&o,
Bruna Correia, Diana Saraiva, Jorge Borbinha, Guadalupe Cabral, Lara Carvalho, Nidia Sousa, Nuno
Valério, Patricia Rodrigues, Rita Gorgulho e Susana Ponte, que sempre fizeram do Tissue Repair and
Inflammation Lab um grupo muito unido, com um grande espirito de entreajuda, boa disposi¢éo e muito
divertido. O meu mais sincero obrigado por me terem acolhido tdo bem desde o primeiro momento e
por me fazerem sentir integrado nesta fantastica equipa. Agradeco individualmente e sem excecao a



ajuda fantastica que cada um me deu para alcancar cada um dos passos que conduziram 0 sucesso
deste projeto.

Deixo também um agradecimento a Petra Pintado e ao Fabio Valério pelo acompanhamento
extraordinario e conhecimento transmitido durante todas as experiéncias e cruzamentos com 0S N0SS0S
peixes-zebra. Em especial pelos ensinamentos fundamentais na microinjecdo dos morfolinos.
Agradecer também a Claudia Andrade pela disponibilidade e auxilio na citometria de fluxo. Ao Telmo
Pereira, quero agradecer pela disponibilidade e suporte fornecidos durantes todas as inducdes, treinos
e assisténcias na microscopia e nos softwares de andlise de imagens.

Quero deixar também um agradecimento a lllyane Lima pelo material, pela ajuda, simpatia e boa
disposicdo que me forneceu, contribuindo também para o sucesso da citometria de fluxo.

Ao longo deste projeto, figuraram muitos momentos altos e alguns baixos e em todos eles ao meu
lado contei com afeto e ternura dos meus amigos e da minha familia. Assim, é com especial carinho
que passo a agradecer a todos eles.

Comecando por agradecer aos dois pilares da minha vida que nunca me deixaram cair ou ficar
sozinho. A minha grande amiga Francisca Marques, pela genuina amizade, por todos os fantasticos
sitios que visitamos, por me ouvir sempre que precisei e me dar o seu ombro amigo. Por todo o tempo
que dispensou para me ajudar e por todo feedback bastante positivo. Sempre que precisei com ela
pude contar para me acalmar, desanuviar, rir e ver a vida sempre com uma perspetiva positiva. Por
sempre me incentivar e me dar forca para continuar. Pelas fantésticas férias e tardes bem passadas,
mesmo tendo de percorrer centenas de quilémetros para estar comigo um bom bocadinho. Pois como
me ensinou “Quando duas pessoas querem estar juntas ndo ha desculpas para ndo acontecer!”. Por
guardar parte da minha memodria e nas situacdes mais complicadas relembrar-me de quem sou. Este
projeto fica marcado por um periodo conturbado na minha vida, que s6 foi possivel ultrapassar com o
seu companheirismo e carinho. Do fundo do cora¢do, muito obrigado mesmo! A minha mana do
coracdo Joana Pires, por sempre me acompanhar ao longo desta caminhada e por tudo o que tem feito
por mim. Pela célebre mensagem de aniversario em cada ano e pela incansavel presenca na minha
festa. Pelos divertidos momentos que passamos, as tontices nas videochamadas, os cafezinhos e os
docinhos que juntos partilhamos. Pela preocupacédo incondicional com o meu bem-estar, por expor a
sua opinido sincera, apoiando-me em todas as situacdes e dando-me também todos os raspanetes e
dizendo-me as verdades, mesmo quando nao as quero ouvir. Como diz sempre “Um verdadeiro amigo
nao é aquele que so te da palmadinhas nas costas, também é o que diz o que precisas de ouvir’. Por
nunca me deixar ir abaixo e em conjunto tentar encontrar uma solucéo para qualquer problema que
surja. Na fase mais dificil, sempre contei com uma chamadinha diaria para combater a soliddo e uma
palavra amiga para afastar a tristeza. Por festejar e saltar comigo nas minhas conquistas e pelos serdes
bem passados. Nos Ultimos, mesmo estando nés a uma longa distancia e com a pandemia pelo meio,
cada vez estavamos mais préximos um do outro do que nunca. Para mim é como uma irma e sempre
sera. Muito obrigado pela ajuda nesta etapa alcancada, cada vez estamos mais proximos de chegar
onde queremos!

Aos meus amigos Nathalia Kimus e Danilo Mendes, por todos os bons momentos, almoc¢aradas,
passeios, docarias e estadias que me proporcionaram ao longo deste periodo. Por me ajudarem no
momento mais dificil e que com um pequeno (para mim grande) gesto fizeram toda a diferenca para a
concretizacao deste projeto.

Quero também agradecer a Dona Lucinda Augusto, uma pessoa muito especial para mim a quem
devo muito e que mesmo longe estara sempre no meu coracao. Por ter visto as minhas qualidades
mesmo antes de eu saber que as tinha. Por me ter transmitido a sua perspetiva de vida e por todos os
ensinamentos que ainda hoje me conduzem a felicidade. Muito obrigado por ter pegado em mim e
transformar-me na pessoa que sou hoje!

Por fim, mas ndo menos importante, gostaria também de agradecer & minha familia por todo o
carinho, dedicacéo, esfor¢o que tém feito por mim desde sempre e que permitiram chegar aqui.

Vi



Vii



Resumo

As células da microglia sdo células imunes residentes do sistema nervoso central que
desempenham fungdes essenciais no desenvolvimento e na homeostasia deste sistema. Nos Ultimos
anos, um numero crescente de estudos sugere que a microglia tem um papel fundamental na
patogénese de distlrbios do desenvolvimento neuroldgico, tais como as Perturbagées do Espectro do
Autismo (PEA), tendo sido proposto que mutagdes em genes que alterem o nimero da microglia podem
afetar profundamente o neurodesenvolvimento. Neste sentido, a microglia surge como um potencial
alvo para o tratamento destes disturbios. Contudo, os reguladores moleculares subjacentes ao
desenvolvimento da microglia e a aquisicdo de suas propriedades funcionais sdo ainda pouco
conhecidos. No passado, a hossa equipa identificou o gene DIALR (Deleted in Autism 1 Related) como
um novo gene implicado em PEA que se encontra altamente expresso nos progenitores
hematopoiéticos das células da microglia em embriBes de vertebrados. Neste projeto fomos investigar
o papel do gene dialr no desenvolvimento da microglia do peixe-zebra. Para tal, quantificamos o
namero de células da microglia presentes no cérebro de larvas de peixe-zebra morfantes e mutantes
para dialr utilizando técnicas de citometria de fluxo, coloracao com Neutral Red e microscopia confocal.
Os nossos resultados demonstraram que o nimero de microglia é significativamente inferior em larvas
morfantes e mutantes para dialr em relacdo aos respetivos controlos, sugerindo que DIA1R promove
o desenvolvimento da microglia. Estas evidéncias apresentam o DIA1IR como um novo regulador da
ontogenia da microglia, papel que pode estar subjacente & sua implicacdo em PEA. Para além disso,
esta investigacao contribui para esclarecer o papel etiolégico da disfuncdo da microglia nos distarbios
do desenvolvimento neuroldgico, trazendo novas perspetivas de diagndstico e potencial tratamento de
subtipos de PEA mediados pela microglia.

Palavras-chave: Desenvolvimento Embrionario; Peixe-Zebra; Hematopoiese; Microglia; DIALR,;
Autismo
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Abstract

Microglia are resident immune cells of the central nervous system that play essential roles in the
development and homeostasis of this system. In recent years, a growing body of evidence implicates
microglia in the pathogenesis of neurodevelopmental disorders such as Autism Spectrum Disorders
(ASD). It has been proposed that gene mutations that alter the number of microglia can profoundly affect
neurodevelopment. Therefore, microglia has arisen as a novel potential target for the treatment of these
disorders. However, little is known about the molecular regulators underlying the development of
microglial cells and their acquisition of functional properties. In the past, our team identified DIALR
(Deleted in Autism 1 Related) as a novel gene implicated in ASD that is highly expressed in the
hematopoietic progenitors of microglial cells in the vertebrate embryo. In this project, we investigated
the role of dialr in zebrafish microglia development. For this, we quantified the number of microglial
cells present in the brain of dialr morphant and mutant zebrafish larvae using flow cytometry, Neutral
Red staining and confocal microscopy. Our results demonstrated that the number of microglia in the
brains of dialr morphant and mutant larvae is significantly lower in comparison to their respective
controls, suggesting that DIALR promotes microglia development. These evidences introduce DIALIR
as a novel regulator of microglia ontogeny, a role that may underlie its implication in ASD. In addition,
this investigation contributes to clarify the etiological role of microglia disfunction in neurodevelopmental
disorders, bringing new perspectives for the diagnosis and potential treatment of microglia-mediated
subtypes of ASD.

Keywords: Embryonic Development; Zebrafish; Hematopoiesis; Microglia; DIALR; Autism
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Capitulo 1. Introducéo

As células da microglia sdo células imunes extraordinariamente versateis presentes no sistema

nervoso central (SNC). No cérebro de um adulto, a microglia representa 5 a 15% das células e a sua

densidade varia entre as diferentes regides cerebrais (revisto por Morgane Thion e colaboradores?).
Como sensor ativo e fagdcito profissional, a microglia vigia constantemente o ambiente neuronal,
estendendo e retraindo dinamicamente os seus prolongamentos?3. Neste sentido, estas células sao
altamente sensiveis a qualquer perturbagdo do SNC, incluindo a agentes patogénicos, sinais de perigo
e até mesmo neurotransmissores (revisto por Uwe-Karsten Hanisch e Helmut Kettenmann4). A
microglia desempenha um papel importante na interface entre os sistemas nervoso e imunoldgico,
tendo funcdes caracteristicas do sistema imune inato no cérebro do organismo adulto (revisto por
Geoffrey Norris e Jonathan Kipnis®).

As células da microglia desenvolvem-se em estreita proximidade com os neurénios e com as outras
células da glia, e ttm um papel fundamental no desenvolvimento e homeostasia do SNC (revisto por
Qingyun Li e Ben Barres®). Nos Ultimos anos, tém surgido cada vez mais evidéncias que implicam a
microglia na patogénese de disturbios do neurodesenvolvimento, tais como as Perturbagfes do Espetro
do Autismo (PEA; revisto recentemente’®). Neste sentido, a microglia surge como um novo alvo
bastante promissor para o tratamento destas doencas, sendo que uma melhor compreensdo da
regulacdo molecular do desenvolvimento da microglia fornecerd um contributo fundamental para
alcancar este objetivo. No entanto, os genes e mecanismos especificos subjacentes ao
desenvolvimento da microglia e a aquisicdo de suas propriedades funcionais sao ainda pouco

conhecidos.

1.1. A microglia no desenvolvimento do SNC

A colonizacdo do SNC pela microglia é evolutivamente conservada entre os vertebrados e ocorre
antes da diferenciacdo das outras células da glia derivadas da neuroectoderme, os astrocitos e 0s
oligodendracitos (revisto por TuanTay e colaboradores'®). Nas fases iniciais do neurodesenvolvimento,
0s progenitores neuronais em elevada proliferacdo dao origem aos primeiros neurénios, e apenas em
fases embrionarias subsequentes vao originar astrocitos e oligodendrdcitos. Consequentemente, a
microglia constitui a principal populagdo de células da glia durante o inicio do desenvolvimento do SNC
(revisto por Morgane Thion e colaboradores?).

Ao longo dos ultimos anos, a microglia tem despertado o interesse de muitos investigadores pelas
suas funcgdes fulcrais no desenvolvimento do SNC. As células da microglia regulam a neurogénese, a
apoptose neuronal e a mielinizagcdo dos neurdnios, realizam a fagocitose de células mortas e executam
a poda sinaptica e a remodelacao de circuitos neuronais (Figura 1.1; revisto em varios trabalhos®.7.10-
12), No sentido de melhor compreendermos a importancia da microglia no neurodesenvolvimento,
iremos resumir nos préximos subcapitulos o conhecimento atual sobre as fungdes mais importantes

das células da microglia.
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Figura 1.1. FuncBes da microglia durante o neurodesenvolvimento.

A microglia (roxo) é essencial para o normal desenvolvimento do cérebro. Uma das suas fungdes é regular a
apoptose dos neurénios (azul), realizada através de uma variedade de fatores secretados - por exemplo, fator
de crescimento do nervo, espécies reativas de oxigénio (ROS) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) - e de
fatores membranares - por exemplo, CD11b e DAP12. Por outro lado, ao realizar a fagocitose, a microglia
assume um papel central na remog¢é&o de neurodnios e células da neuroglia em apoptose. As células da microglia
podem também controlar a mielinizagdo, ao removerem as bainhas de mielina em excesso por fagocitose. Na
sinaptogénese, 0s circuitos neuronais passam por um processo de poda sinaptica mediado pela microglia, por
exemplo pela ativagdo da via do complemento e da via de sinalizacdo CX3CR1-CX3CL1. Além disso, a microglia
pode controlar a proliferacéo e diferenciacéo das células progenitoras neuronais, regulando a neurogénese e a
plasticidade neuronal. Por ultimo, a microglia interage bi-direcionalmente com os neurdnios, mantendo contato
préximo com os corpos celulares através dos seus prolongamentos celulares. Adaptado de Michael Salter e
Beth Stevens’, Elizabeth Wright-Jin e David Gutmann?’.

1.1.1. Fagocitose neuronal

O neurodesenvolvimento € caracterizado por uma extensa apoptose neuronal resultante do
excesso de neurdnios formados. Na verdade, a morte celular programada no SNC é um processo chave
no estabelecimento da cito-arquitetura do cérebro!®16. As células da microglia assumem um papel

central na remocédo dos neurdnios apoptéticos. As células apoptéticas libertam sinais “come-me” que
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permitem a microglia reconhecer e remover seletivamente estas células do tecido por fagocitosel’-19,
Observac@es pioneiras in vivo do cérebro embrionario do peixe-zebra demonstraram que a microglia
estende os seus prolongamentos em dire¢cdo aos neuronios apoptéticos e envolve-os antes de os

fagocitar?921, Um aspeto bastante interessante é a capacidade que a microglia apresenta de reconhecer

células apoptoticas rodeadas por muitos neuronios viaveis. De facto, os neurénios apoptoticos libertam
a quimiocina fractalcina (CX3CL1) para o meio extracelular que atua como um sinal de "encontra-me".
Por sua vez, ao expressarem o recetor da fractalcina (CX3CR1 ou C-X3-C Motif Chemokine Receptor
1) as células da microglia sdo capazes de reconhecer o sinal "encontra-me" e migrar em direcdo aos

neurénios apoptéticos?2.

1.1.2. Inducéo da apoptose neuronal

Para além da remoc¢&o dos neurdnios apoptéticos, a microglia pode também induzir a apoptose
neuronal sem provocar inflamacdo. Durante o desenvolvimento cerebelar do ratinho, a microglia
promove ativamente a morte das células de Purkinje através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS)%3. Estes processos ocorrem também no hipocampo, onde a producdo de ROS depende
da expressao da integrina CD11b e da proteina de ativagdo DAP12 (também conhecida como
TYROBP)?4. Para além disto, foi demonstrado que as células da microglia libertam o fator de

crescimento neural (NGF) 23 e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa)2° para induzir apoptose neuronal.

1.1.3. Regulacéo da neurogénese

Foi proposto que as células da microglia podem detetar sinais do ambiente circundante e ter efeitos
regulatérios na neurogénese, de forma temporal e espacialmente restrita (revisto por Kaoru Sato?6). A
génese e a manutengdo das células neurais sdo promovidas pela microglia através da sintese e
libertagéo do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1)?7-28 e de uma variedade de citocinas?®.
A microglia estimula também a formacgado de espinhas dendriticas e de sinapses3°3L. Por outro lado, a
microglia pode restringir o nimero de células progenitoras neuronais através da inducao da apoptose
destes progenitores seguida por fagocitose (revisto por Dorothy Schafer e Beth Stevens®?). Estas
funcBes aparentemente opostas da microglia (promover a sobrevivéncia/proliferagdo ou a morte dos
progenitores neuronais) ocorrem em simultdneo durante o desenvolvimento do cérebro. Embora néo
exista ainda uma explicacdo para estas observacdes, pensa-se que diferentes subtipos de células da
microglia podem desempenhar essas diferentes fun¢bes durante o neurodesenvolvimento (revisto

recentementel2:32),

1.1.4. Regulacéo da mielinizagdo

Durante o desenvolvimento, os oligodendrécitos entram em contato com 0s axénios neuronais e
envolvem-nos com as suas bainhas de mielina. Similarmente aos neurénios e sinapses, 0 excesso de
bainhas de mielina produzido € eliminado seletivamente®3, Em 2020, Alexandria Hughes e Bruce Appel
analisaram in vivo as intera¢cGes entre a microglia, a mielina e os neurénios em larvas de peixe-zebras.

Os autores descobriram que a microglia encontra-se intimamente associada aos oligodendroécitos e
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fagocita especificamente as bainhas de mielina em excesso, deixando 0s corpos celulares intactos.
Este trabalho revelou ainda que a atividade neuronal tem um papel regulatério sobre a fagocitose da
mielina pela microglia. Estas evidéncias levantam a possibilidade de que as interacfes entre a

microglia, os neurénios e os oligodendrécitos contribuem para o desenvolvimento da funcao cerebral34.

1.1.5. Podasinéaptica

Das diversas fungfes que a microglia desempenha no neurodesenvolvimento, a mais intrigante é
sem duvida a poda sinaptica. Este processo é definido como a eliminacédo de estruturas sinapticas
(axonios e espinhas dendriticas) por fagocitose, para garantir a correta conectividade estrutural do
cérebro35-37, A andlise de imagens in vivo e de microscopia eletronica revelou a presenca de estruturas
pré- e pés-sinapticas dentro dos lisossomas das células da microglia presentes no sistema visual, no
hipocampo e em outras regides cerebrais do ratinho (revisto por Michael Salter e Beth Stevens?). Para
as células da microglia, as proteinas do complemento sdo sinais do tipo “coma-me” que se localizam a
superficie de células apoptoticas a as sinalizam para serem fagocitadas®’. Em 2011, Paolicelli e
colaboradores demonstraram que a sinalizagdo neuronal CX3CR1-CX3CL1, também € importante para
gue a poda sinaptica seja desempenhada pela microglia®®. Os autores observaram que ratinhos sem
este recetor apresentam defeitos na maturagdo das sinapses do hipocampo. Contudo, estudos
recentes afirmam que esta via s6 é necessaria em algumas regides do cérebro383, Isto indica que
existe uma heterogeneidade nos perfis da microglia de cada regido cerebral e nos respetivos

mecanismos de poda sinaptica (revisto por Ako Ikegami e colaboradores#°).

1.1.6. Regulacdo da atividade neuronal

Notavelmente, a microglia é capaz de detetar a atividade sinaptica e maodificar os terminais
sinapticos para regular a formagéao dos circuitos neuronais (revisto por Ako lkegami e colaboradores*?).
Foi descrito que o recetor P2Y12 expresso na microglia é essencial para aumentar a interagdo entre a
microglia e as sinapses no cortex visual*'. As células da microglia sdo também capazes de detetar a
libertacdo de neurotransmissores, tais como glutamato e GABA (revisto por Huan Liu e
colaboradores*?). Assim, dependendo do tipo de neurotransmissor, a microglia consegue discriminar a
atividade excitatoria ou inibitoria das sinapses e exercer efeitos especificos sobre cada uma destas*s.
A andlise de imagens in vivo da morfologia da microglia e da atividade neuronal no teto 6ptico da larval
peixe-zebra demonstrou que a microglia é atraida por neurénios altamente ativados**. Os autores
observaram que a microglia ramificada contacta os neurénios ativados com os seus prolongamentos e
induz a reducao da atividade neuronal. Estas descobertas demonstram que a microglia e os neurénios

comunicam e interagem bidirecionalmente.

1.2. Contribuicdo da microglia para os disturbios do neurodesenvolvimento

Neste capitulo iremos apresentar os fendtipos relacionados com a microglia que foram observados

no cérebro de animais modelo e pacientes com PEA, e abordar os possiveis papéis destas células na
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patogénese do autismo. Conhecidas as funcfes da microglia, fica claro que estas células imunes
contribuem ativamente para a formacao e maturacdo do cérebro em desenvolvimento. Assim, qualquer
modificacéo na formacéo e atividade da microglia pode trazer consequéncias a longo prazo na estrutura

e na fungéo dos circuitos neuronais. De facto, ao longo dos Ultimos anos, varias descobertas tém vindo

a demonstrar que a disfuncdo das células da microglia estd associada a distarbios do
neurodesenvolvimento como as PEA (revisto por varios trabalhos 7:24546), Esta associagdo é apoiada
por estudos post-mortem que descreveram alteracdes no nimero de células da microglia, na sua
morfologia e na sua interagdo com neurénios em cérebros de individuos com autismo, em patrticular
em regidbes como o cortex pré-frontal dorsolateral que controla as funcdes executivas*’-49.
Concomitantemente, um estudo de 2013 utilizou a tomografia por emissdo de positrdes (PET) para
obter imagens do cérebro de individuos autistas vivos. Esta andlise identificou um excesso de ativagédo
da microglia em varias regifes do cérebro de jovens adultos com autismo®°. Para além disso, a
sequenciacdo de RNA de tecido cerebral identificou alteracdes na expressédo de genes relacionados
com a ativagdo da microglia em alguns individuos com autismo5%52,

Foi também demonstrado que criangcas com PEA sofrem de um processo neuroinflamatério em
diferentes regides do cérebro mediado pela ativagdo da microglia*®53. A andlise da interacéo microglia-
neurdnio no cortex pré-frontal revelou que as células da microglia estdo mais préximas dos neurénios
em individuos com autismo®*. Em criancas autistas, a ativagao da microglia conduz a neuroinflamacao
caracterizada por niveis elevados de mediadores de stresse oxidativo e de citocinas pré-inflamatorias,
tais como a interleucina (IL)-6, o TNFa e o interferdo gama (IFNy)*8. Em particular, no cértex cerebelar
de individuos com autismo foram detetados niveis elevados de IL-6, uma proteina expressa pela
microglia®®. Esta sobre-expressdo pode impedir a migracdo neuronal e causar um desequilibrio nos
circuitos excitatorios e inibitorios®s. De facto, defeitos na propor¢éo entre estes circuitos podem estar
na base dos distarbios do neurodesenvolvimento, tais como o autismo (revisto por Morgane Thion e
Sonia Garel'?).

As células da microglia realizam a poda sinaptica e séo por isso consideradas um elemento chave
na remodelagcdo das sinapses neuronais, a qual ocorre constantemente ao longo de toda a vida do
individuo (revisto por Yuwen Wu®6). Curiosamente, tanto a poda excessiva como a poda insuficiente
foram identificadas em pacientes com PEA (revisto por Ryuta Koyama e Yuiji lkegaya®’). Em contextos
de distarbios do neurodesenvolvimento, alteragbes na poda sindptica conduzem a hiper- ou hipo-
conectividade dos circuitos cerebrais (revisto por Bernardinelli e colaboradores®®). Observagfes em
modelos animais com muta¢cdes em CX3CRL1 revelaram que a redugdo do numero de células da
microglia leva a uma diminuicdo da poda sinaptica e da atividade cerebral>®. Para além disso, ratinhos
juvenis e adultos mutantes para CX3CR1 apresentam uma diminui¢cdo da conectividade funcional do
cérebro e fraca transmissao sinaptica, com consequente reducéo das interagces sociais e aumento de
comportamentos repetitivos®6:5%, caracteristicas associadas as PEA em humanos (revisto por Catherine
Lord e colaboradores®?). Pacientes com autismo apresentam também uma expresséo reduzida do
recetor TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 2), o que pode refletir a existéncia de
um menor nimero de células da microglia com subsequente disfungédo na poda sinptica®l. Assim,

estes estudos reforcam a ideia de que alteragdes na poda sinaptica resultam numa conectividade
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irregular dos circuitos neuronais, a qual pode contribuir para os defeitos comportamentais observados
nas PEA.
A semelhanga da poda sinaptica, defeitos na mielinizagdo que alterem a comunicagdo entre

neurénios podem desempenhar também um papel na patogénese de distdrbios do

neurodesenvolvimento (revisto por Ela Bar e Boaz Barak*6). Em 2020, BaDoi Phan e colaboradores
descreveram a ocorréncia de defeitos na mielinizagdo em modelos de ratinho de PEA sindrémica e em
amostras post-mortem de cérebros de pacientes com autismo®2, Estas evidéncias sugerem que a
mielinizacdo pode ser um novo alvo terapéutico para o tratamento do autismo®2.

Apesar de estas e outras abordagens terem ajudado a elucidar o papel da microglia nos distirbios
do neurodesenvolvimento, a contribuigdo direta da microglia para a doenga ainda ndo é totalmente
compreendida?®. Assim, compreender quando e onde a microglia se torna disfuncional no autismo sera
crucial para entender como a microglia influencia os circuitos e regides cerebrais relevantes?, pelo que
mais estudos que analisam o desenvolvimento destas células imunes no contexto das PEA ajudardo a

esclarecer estas questdes e a desenvolver novas terapias.

1.3. Desenvolvimento da microglia: da hematopoiese a formagéo do cérebro

Estudos anteriores em humanos®384, ratinho®3, galinha®®, e peixe-zebra®” descobriram que a origem
da microglia é estabelecida no inicio da embriogénese e que, contrariamente as células da
neuroectoderme, as células da microglia sdo de origem hematopoiética mieloide'®. Semelhante aos
mamiferos, o desenvolvimento hematopoiético do peixe-zebra envolve trés ondas sequenciais: a
hematopoiese primitiva, a onda transitéria eritromieloide e a hematopoiese definitiva, que ocorrem em
diferentes locais embrionarios (Figura 1.2; revisto recentemente®8.69),

A hematopoiese primitiva € a primeira onda hematopoiética a surgir durante a embriogénese e tem
origem nos designados hemangioblastos. Curiosamente, passaram cem anos desde que foi proposta
pela primeira vez a designacdo de hemangioblasto como sendo um precursor comum das linhagens
hematopoiética e endotelial’®. Esta hipétese é apoiada por estudos in vitro de culturas celulares de
ratinho e células estaminais embrionarias humanas, e in vivo por sistemas genéticos em modelos
animais, incluindo o ratinho, a galinha e o peixe-zebra (revisto por Jing-Wei Xiong”). No embrido de
peixe-zebra a mesoderme lateral ventral da origem aos hemangioblastos as 10 horas apos a fertilizagéo
(hpf; 100% de epibolia). Estas células bipotenciais podem ser identificadas pela expressédo dos
marcadores hematopoiéticos tall (T-cell acute lymphocytic leukemia 1), Imo2 (LIM domain only 2) e
gata2a (GATA binding protein 2a), e dos marcadores vasculares kdrl (kinase insert domain receptor
like) e flil (Fli-1 proto-oncogene, ETS transcription factor; revisto por Elizabeth Paik e Leonard Zon™2).

As 11 hpf (3 sémitos), a hematopoiese primitiva € iniciada a partir de hemangioblastos localizados
na mesoderme lateral anterior (anterior lateral mesoderm ou ALM) e na mesoderme lateral posterior
(posterior lateral mesoderm ou PLM), e da origem aos macréfagos primitivos e aos primeiros eritrocitos
circulantes (revisto recentemente8.69), Estudos anteriores demonstram que os progenitores mieloides
localizam-se na ALM®7.73, enquanto que os precursores dos eritrocitos localizam-se na PLM, que mais

tarde forma a massa celular intermédia (intermediate cell mass ou ICM)74.
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Figura 1.2. Origem embrionaria do sistema hematopoiético e ontogenia da microglia no peixe-
zebra.

Desenvolvimento hematopoiético no peixes-zebra ao longo do tempo. No embrido de peixe-zebra, a
hematopoiese primitiva ocorre nos locais RBI e PLM/ICM, onde tém origem os macréfagos e eritrécitos
primitivos, respetivamente. A circulagdo sanguinea é iniciada as 24 horas ap0s a fertilizagdo (hpf; asterisco
vermelho). Pelas 24-30 hpf uma onda hematopoiética transitdria e "intermédia" ocorre na PBI com aparecimento
dos progenitores eritromieloides, que se diferenciam nas linhagens eritroide e mieloide, mas nao linfoide. Por
fim entre as 28 e as 30 hpf, surge a hematopoiese definitiva com origem nas HSPCs, inicialmente formadas a
partir do endotélio hemogénico na VDA. A partir das 36 hpf, a regido da PBI é convencionalmente designada
por caudal hematopoietic tissue ou CHT. Algumas destas HSPCs migram para o CHT, onde dao origem as
linhagens eritroide, mieloide e linfoide, e para o timo, onde ocorre a diferenciacdo de linfocitos T. Finalmente,
as HSPCs semeiam também a medula do rim em desenvolvimento, o local final da hematopoiese definitiva onde
ocorre a producéo de células eritroides, mieloides e linfacitos B. (A-E) No peixe-zebra a ontogenia da microglia
ocorre em duas fases distintas: na primeira fase, surge a microglia primitiva (representada a vermelho) que tem
origem em macrofagos primitivos, ao passo que na segunda fase surge a microglia definitiva (representada a
azul) que tem origem nas HSPCs>77. (A) A partir das 35 hpf os macréfagos primitivos migram para o cérebro.
(B) Uma vez no cérebro, estes macréfagos desenvolvem-se rapidamente em microglia primitiva, por volta das
60 hpf. (C) Entre os 3 e os 4 dias ap6s a fertilizagéo (dpf) as primeiras células da microglia larval de peixe-zebra
tornam-se totalmente funcionais e encontram-se principalmente no teto éptico. (D) Por volta dos 15 dpf, os
progenitores mieloides derivados das HSPCs colonizam o cérebro e diferenciam-se em microglia definitiva. (E)
Aos 3 meses, a microglia definitiva j4 substituiu completamente a microglia primitiva. RBI, ilhota de sangue
rostral; PLM, mesoderme lateral posterior; ICM, massa celular intermédia; PBI, ilhota sanguinea posterior; CHT,
tecido hematopoiético caudal; HSPCs, células estaminais/progenitoras hematopoiéticas; VDA, parede ventral
da aorta dorsal. Adaptado de Ramy Elsaid e colaboradores®®.
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A ICM é conceitualmente considerada andloga as ilhotas sanguineas do saco vitelino
extraembrionario de mamiferos e de aves, e é responsavel por dar origem a maioria das células
hematopoiéticas primitivas e aos progenitores das duas ondas hematopoiéticas que se seguem (revisto

recentemente®86%). A ALM da origem a chamada ilhota sanguinea rostral (rostral blood island ou RBI).

Nesta regido os hemangioblastos diferenciam-se nos precursores mieloides (positivos para spilb ou
Spi-1 proto-oncogene b) por volta das 12 hpf (5 so6mitos), que migram depois rostralmente e
lateralmente sobre o saco vitelino?®78, Entre as 16 hpf e as 18 hpf (17 a 18 sémitos), os precursores
mieloides diferenciam-se especificamente em macréfagos primitivos, um processo regulado pelo fator
irf87° e que é acompanhado pela expresséo de Icpl (lymphocyte cytosolic protein 1 ou I-plastin)®”.75, A
partir das 21,5 hpf (25 sémitos), os macréfagos primitivos expressam os genes csflra (colony
stimulating factor 1 receptor, a)7, mpegl.1 (macrophage expressed 1, tandem duplicate 1)8981, mfap4.1
(microfibril associated protein 4, tandem duplicate 1)882, cxcr3.2 (chemokine (C-X-C motif) receptor 3,
tandem duplicate 2)8! e ptpn6 (protein tyrosine phosphatase non-receptor type 6)81. Por outro lado, os
progenitores dos granulécitos expressam cebpl (CCAAT/enhancer binding protein 1)8384 e as 24 hpf
comegam a diferenciar-se em neutréfilos, expressando lyz (lysozyme C)8:8 e mpx (myeloid-specific
peroxidase)8’:88,

Em paralelo, os precursores na PLM/ICM comegam a diferenciar-se as 12 hpf (5 sémitos) em trés
linhagens celulares distintas que expressam diferentes fatores de transcri¢céo: (i) gatala (GATA binding
protein 1a), considerado o regulador chave do destino eritroide?#8%; (ii) spilb, o regulador mestre da
linhagem mieloide%”78; e (iii) kdrl, expresso em angioblastos, percursores da linhagem endotelial®®1,
Apbs serem especificados na PLM/ICM, os angioblastos migram para a linha média embrionaria onde
vao formar os primérdios dos vasos sanguineos axiais: a veia cardinal posterior e a aorta dorsal®2.
Como descrito mais a frente, a aorta dorsal tem mais tarde um papel essencial na hematopoiese
definitiva. A partir das 12 hpf desenvolvem-se os progenitores eritroides gatala+ e a expresséao de epor
(erythropoietin receptor) marca o inicio da sua diferenciacdo em eritrocitos primitivos. No peixe-zebra,
0s eritrcitos primitivos expressam os genes da hemoglobina embrionéria (hbael.l, hbae3, hbae5,
hbbel.1, hbbel.2, hbbel.3, hbbe2, hbbe3)%, que os distingue dos eritrécitos que tém origem nas outras
ondas hematopoiéticas®. Por volta das 24 hpf os eritrécitos primitivos comecam a entrar na circulagao
e persistem na larva até aos 4 dias apés a fertilizagao (dpf)°1-9°.

Aproximadamente as 24 hpf é iniciada uma onda hematopoiética transitéria ou "intermédia" que
ocorre na parte mais posterior da ICM, na ilhota sanguinea posterior (posterior blood island ou PBI)%,
Nesta regido surgem os progenitores eritromieloides (erythro-myeloid progenitors ou EMPS),
caracterizados pela co-expressédo de gatala e Imo2, que se diferenciam em células eritroides gatala+
e mieloides spilb+ (mas ndo linfoides)%:97. Contudo, sdo ainda pouco conhecidos os fatores que atuam
a montante (upstream) de gatala ou spilb e que regulam o equilibrio entre os destinos eritroide e
mieloide dos EMPs®%,

Por fim, entre as 28 e as 30 hpf surge a Ultima onda de progenitores hematopoiéticos, a
hematopoiese definitiva. Embora comece logo na fase embrionéria, esta onda é responsavel por gerar
as células estaminais/progenitoras hematopoiéticas (hematopoietic stem/progenitor cells ou HSPCs)

gue originam as linhagens definitivas de células mieloides, eritroides e linfoides do peixe-zebra adulto.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angioblast
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myeloid-cell
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Desenvolvimento da microglia: da hematopoiese a formacao do cérebro |1.3

Tanto nos peixes como nas aves e nos mamiferos, as HSPCs séo especificadas na parede ventral da
aorta dorsal a partir das células endoteliais hemogénicas. Embora a origem das células do endotélio
hemogénico ainda seja controversa, nés demonstramos recentemente que, no embrido de galinha,

uma subpopulagdo destas células adrticas é derivada de hemangioblastos® (ver Anexo). As HSPCs

expressam kdrl'®, itga2b (integrin alpha 2b ou cd41)01.102' myb (v-myb avian myeloblastosis viral
oncogene homolog)'9%191 e runx1 (RUNX family transcription factor 1)103.104, A andlise de mutantes de
peixe-zebra demonstrou que a expressdo de myb estd dependente de runx1195, um dos primeiros
marcadores das HSPCs. A partir das 48 hpf, uma populagcédo de HSPCs myb*runx* migra da aorta dorsal
para a regido da PBI, que nesta fase se designa tecido hematopoiético caudal ou CHT (caudal
hematopoietic tissue)®. Este tecido hematopoiético € equivalente ao figado fetal em mamiferos. Tal
como nestes, o ambiente no CHT do peixe-zebra promove a expansao e diferenciacdo das HSPCs. A
migracao das células hematopoiéticas em direcdo ao CHT e a sua colonizagdo por estas células
dependem da via de sinalizagdo Cxcl8/Cxcr1197. As 54 hpf, algumas das HSPCs migram diretamente
da aorta dorsal para o timo, diferenciando-se aqui em progenitores linfoides®3.

A eritropoiese definitiva comeca no CHT aos 3,5 dpf, conforme identificado pela expresséo de
gatala e hbbe3, e produz eritrécitos maduros que gradualmente vao substituir os eritrécitos primitivos
em circulagdo!®®, Similarmente, a mielopoiese definitiva comega no CHT por volta dos 3 dpf, e origina
macrofagos, neutréfilos e mondcitos (revisto por Jason Berman e colaboradoresi®). Aos 4 dpf, as
HSPCs colonizam também a medula do rim em desenvolvimento, sendo este o local final da
hematopoiese definitiva, equivalente a medula 6ssea dos mamiferos'©%.1%, Estas HSPCs dao origem a
todas as linhagens hematopoiéticas, incluindo progenitores linfoides que diferenciam-se em células B
no rim e em células T no timo (revisto por Jill Jong e Leonard Zon®?). O timo e o rim continuam a gerar
células hematopoiéticas ao longo da vida adulta do peixe-zebra.

Durante a embriogénese dos mamiferos, as primeiras células da microglia diferenciam-se a partir
de macroéfagos primitivos provenientes do saco vitelino (RBI no peixe-zebra) que colonizam o
neuroepitélio em desenvolvimento (Figura 1.2)5-67, Estudos de rastreamento de linhagens realizados
no modelo de ratinho mostraram que a microglia primitiva € mantida ao longo da vida'°, embora ondas
hematopoiéticas posteriores possam contribuir parcialmente para a populacéo da microglia adultatll, A
semelhan¢a dos mamiferos, a microglia primitiva do peixe-zebra desenvolve-se durante a primeira
onda hematopoietica’™ 7. Ap0s as 22 hpf, os macréfagos primitivos migram do saco vitelino e comegam
a invadir progressivamente os tecidos periféricos®”.75. Estas células, com morfologia ameboide,
colonizam o tecido neural a partir das 35 hpf, onde proliferam e posteriormente se diferenciam nas
células da microglia. Em particular, os macroéfagos primitivos colonizam primeiramente as regides da
retina e do teto optico’™. Os precursores da microglia expressam um recetor particularmente importante
para a sua migracgao, csflra, o qual reconhece os ligandos Csfla (colony stimulating factor 1a), Csflb
(colony stimulating factor 1b), e IL-34 (interleucina 34). Recentemente foi demonstrado que a expressao
de IL-34 no sistema nervoso atrai primeiramente os macréfagos primitivos para as regiées anteriores
da cabeca, e atua através da ativagao da via IL-34-Csflra'l2113, Seguidamente, esta via em conjunto
com a apoptose neuronal promovem a colonizacdo das restantes regides do cérebro pela microglia.

Nomeadamente, a via IL-34-Csflra promove a colonizagdo da retina e do encéfalo frontal, enquanto
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gue a apoptose neuronal promove a colonizacdo do teto optico’?2. Uma vez no cérebro, estes
macréfagos primitivos diferenciam-se em microglia ramificada e funcional por volta das 60 hpf. Este
processo € caracterizado pela diminuicdo da expresséo de Icpl, aumento da expressdo de apoe

(apolipoprotein E)’® e ativagdo da expressédo de genes especificos da microglia, tais como o p2ry12

(purinergic receptor P2Y12)114,

Varios estudos demonstraram que as células da microglia primitiva estéo totalmente funcionais nas
larvas de peixe-zebra a partir dos 3 dpf. Estas células sédo capazes de remover neurdnios apoptoéticos,
interagir diretamente com neurdnios ativados e responder a lesGes neuronais no cérebro
larvar20:21.44114 - Curiosamente, as células da microglia primitiva do peixe-zebra sdo totalmente
substituidas por uma populacao de células da microglia definitiva no final da fase juvenil. Esta microglia
definitiva ou adulta tem origem nos progenitores de HSPCs que semeiam o parénquima cerebral a
partir dos 15 dpf’®77. Giuliano Ferrero e colaboradores observaram que a sinalizacdo de csflra é
necessaria para a formacao da microglia primitiva derivada dos macréfagos primitivos”>115, ao passo
gue o pardlogo csflrb é importante para a formacédo das células mieloides definitivas a partir das
HSPCs, reforcando a importancia deste gene para a populagdo da microglia adulta'?®,

Apesar de varios genes ja terem sido identificados como intervenientes no desenvolvimento da
microglia, pouco se sabe sobre a contribuicdo de potenciais mutacdes nestes genes para o
aparecimento de distlrbios do desenvolvimento neuroldgico, tais como as PEA. Como descrito no
capitulo seguinte, o nosso trabalho introduz um novo regulador do desenvolvimento da microglia cuja

perda de funcdo pode contribuir para a patogénese de doengas do neurodesenvolvimento.

1.4. O genedeleted in autismo 1 related (DIALR)

Como descrito previamente, as células da microglia surgem a partir de progenitores
hematopoiéticos primordiais localizados no saco vitelino, conhecidos como hemangioblastos!'’.
Anteriormente, ao investigarem a regulacéo transcricional do gene Cerberus no embrido de galinha®1g,
investigadores do nosso laboratério isolaram e caracterizaram um novo enhancer (designado Hb) que
promove a expressao do gene repoérter EGFP especificamente nos hemangioblastos de saco vitelino!1°,
Este trabalho apresentou o repérter especifico de hemangioblastos Hb-EGFP como uma poderosa
ferramenta para marcar estas células, estudar a dindmica da morfogénese das ilhotas sanguineas in
vivo e analisar o destino celular dos progenitores hematopoiéticos do saco vitelino?9119120_ No passado,
este reporter foi também utilizado para isolar a populagdo de hemangioblastos do embrido de galinha,
e caracterizar o seu perfil de expressao genéticall®. Além de validar a especificidade do reporter, esta
andlise permitiu identificar novos genes expressos nos hemangioblastos do saco vitelino, entre os quais
se destacou o ortélogo do gene DIA1R humano (Deleted in Autism-1 Related; também conhecido como
cXorf36 ou Divergent Protein Kinase Domain 2B, DIPK2B) como o segundo gene mais diferencialmente
expressol?l,

Em 2011, Azhari Aziz e colaboradores descreveram pela primeira vez o gene DIA1R humano como

sendo um gene implicado em PEA que se localiza na posicdo Xp11.3 do cromossoma X'22123 (Figura
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1.3). Pensa-se que o DIALR surgiu a partir da duplicacdo do gene DIALl (Deleted in Autism-1 ou
Divergent Protein Kinase Domain 2A, DIPK2A). Os genes DIAL e DIALR partilham uma regido central
extremamente similar (identificada através de estudos in silico), o que sugere que a sua funcao
biol6gica também seja parecidal??>-124, Estes genes tém varios ortélogos, ou seja, estédo presentes numa

grande variedade de espécies, mas o DIALR aparece exclusivamente nos vertebrados!?4.
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Figura 1.3. Genética do DIA1IR humano associada as PEA e estrutura da proteina DIA1R.

(A) O gene DIALR localiza-se no cromossoma X na posicao Xpl11.3 (ponta de seta vermelha e linha cinzenta).
Pacientes que apresentam dele¢Bes (lado esquerdo) e duplicacdes (lado direito) apresentam um fenétipo
comum de deficiéncia intelectual, atraso no desenvolvimento e comportamentos caracteristicos de PEA.
Adaptado de Azhari Aziz e colaboradores!?. (B) Estrutura da proteina DIA1R. A proteina humana é
representada e anotada com caracteristicas conservadas previstas por analise de sequéncia. A proteina DIA1IR
possui um péptido sinal (SP) na regido N-terminal, seguido de um possivel local de clivagem, indicando assim
que esta proteina sera translocada para o reticulo endoplasmatico e transportada para o aparelho de Golgi'?2.
As proteinas DIALR também tém um dominio de proteina quinase PIP49_C altamente conservado,
caracteristico da familia de proteinas quinases FAM69. Contudo, ndo possui um dominio catalitico conservado,
sugerindo que DIALR pode ser uma quinase atipica ou uma pseudoquinase'?®. DIALR tem também um local de
glicosilagéo tipo N (asterisco; previsdo da uniprot.org) e sete residuos de cisteina (linhas turquesa) que se
encontram conservados nas proteinas DIAL e DIALR de todas as espécies. Duas mutag¢des pontuais associadas
a DILX (S24P e R128L) encontram-se indicadas por setas. PEA, Perturbacdes do Espetro do Autismo; DILX,
Deficiéncia Intelectual Ligada ao X.

Notavelmente, o gene DIALR parece ter sido perdido durante a evolugcdo de espécies de
vertebrados com um estilo de vida solitario, como a ré Xenopus tropicalis, a preguica e varios peixes
acantopterigeos (Ensembl gain/loss tree, http://www.ensembl.org; Aziz e colaboradores?4), reforcando
0 papel potencialmente importante do DIALR na regulacdo do comportamento social. Mutacdes
pontuais neste gene encontram-se associadas a Deficiéncia Intelectual Ligada ao X (DILX), enquanto

que delecdes e duplicacdes do DIALR estdo associadas a sindromes com caracteristicas semelhantes
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a PEA'?2 (Figura 1.3). Curiosamente, a andlise de pacientes com sindrome de Turner e anomalias do
cromossoma X sugere a existéncia de um gene localizado na regido Xp11.3 que escapa a inativacao
do X126, De facto, DIALR pode ser esse gene, uma vez que esta localizado nesta regido e escapa a

inativacdo do cromossoma X122.127,128,

Passados dez anos desde a primeira descricdo dos genes DIA1R1?22124  a sua fungdo bioldgica
permanece ainda desconhecida. Com base na andlise de sequéncias génicas, a proteina DIALR parece
conter um péptido sinal e um dominio da proteina quinase PIP49 C altamente conservado,
caracteristico da familia de proteinas quinases FAM69122125 (Figura 1.3). No entanto, este dominio
PIP49_C nao possui uma regido catalitica conservada, sugerindo que a proteina DIALR pode ser uma
guinase atipica ou uma pseudoquinase. Estas caracteristicas sugeriram que a DIALR pode regular o
trafego intracelular e/ou interferir com a funcéo de fatores secretados'?3,

O peixe-zebra (Danio rerio) é cada vez mais utilizado como organismo modelo para estudar o
neurodesenvolvimento e distdrbios neurolégicos (revisto por Victoria Rea e Terence Raay!??). O
genoma do peixe-zebra compartilha mais de 70% de homologia com o humano, e os mecanismos do
neurodesenvolvimento estdo altamente conservados entre peixes e humanos!3. Recentemente, Daria
Meshalkina e colaboradores analisaram 858 genes de risco de PEA e revelaram que aproximadamente
62% dos genes humanos listados na base de dados SFARI (https://gene.sfari.org) apresentam
ortélogos no peixe-zebra®3l. O gene dialr do peixe-zebra (ortélogo do DIA1R humano) localiza-se no
cromossoma 9 e contém cinco exdes, sendo que pode ocorrer splicing alternativo no terceiro exao,
dando origem a dois transcritos diferentes (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/569232)3. A proteina
Dialr do peixe-zebra apresenta 42% de similaridade com a proteina humana (de acordo com a base
de dados Genecards; https://www.genecards.org). Contrariamente ao gene dial (ortélogo do DIAL
humano), que apresenta dois paralogos (diala e dialb), existe apenas uma copia do gene dialr no
peixe-zebral?4, Relativamente a expressédo genética, Cannon e colaboradores revelaram a presenca
de transcritos de dialr em percursores de células endoteliais e hematopoiéticas de embrides de peixe-
zebra (gene designado cc058)'%2. De forma consistente com esta observagdo, a nossa analise da
expressdo em embrides de peixe-zebra, galinha e ratinho revelou que o DIALR € altamente expresso
em hemangioblastos, células endoteliais hemogénicas e progenitores hematopoiéticos, sugerindo que
o DIALR pode ter um papel importante no desenvolvimento hematopoiético (Figura 1.4)121, A andlise
do transcriptoma materno em odcitos de peixe-zebra indicou que nao existem RNAs maternos de dialr
no zigoto (dados suplementares do artigo)!33, o que pode ser revelante para a interpretacdo dos
potenciais fenétipos de mutantes para este gene.

Em embriGes de peixe-zebra com 12 hpf e 16 hpf, a expresséo de dialr € detetada na ALM e na
PLM (Figura 1.4; dados ndo publicados), locais onde os hemangioblastos podem ser encontrados
nesta fase (revisto por Aldo Ciau-Uitz e colaboradores!34). As 19,5 hpf, a expresséo de dialr é detetada
na RBI, na aorta dorsal e na ICM, e as 30 hpf mantém-se na aorta e na PBI (Figura 1.4), uma regiéo

colonizada pelas HSPCs definitivas que migram da aorta dorsal®8.106,
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Figura 1.4. Expresséao de DIALR em embrides de peixe-zebra, galinha e ratinho.

A técnica de hibridacao in situ para detecdo de transcritos do gene dialr foi realizada em embrides de peixe-
zebra as 12 hpf (A), 16 hpf (B), 19,5 hpf (C) e 30 hpf (D), e em embrides de galinha nas fases HH5 (E), HH11
(F), HH13 (G), HH17 (I) e HH18 (H). (E") Detalhe do embrido em (E). (F', G', G") Seccdes dos embribes de
galinha correspondentes, em whole-mount. A detegdo da proteina DIALR foi realizada por imunofluorescéncia
em crio-sec¢Bes de embribes de ratinho aos E9.5 (J-L; DAPI em K, L; ab121152 da Abcam). Em embries de
peixe-zebra, os transcritos do gene dialr comecam a ser detetados as 12 hpf (A) na mesoderme anterior e
posterior da placa lateral (ALM e PLM, respetivamente) - onde se localizam os hemangioblastos - e permanece
nestas regides as 16 hpf (B). As 19,5 hpf (C), a expresséo do dialr é detetada na massa celular intermédia
(ICM), que contem progenitores eritromieloides, e na aorta dorsal (DA), que da origem as HSPCs®134, O
mesmo padrdo é detetado as 24 hpf (dados ndo mostrados). As 30 hpf (D), a expressdo do dialr continua a
estar presente na DA e é detetada também na ilhota sanguinea posterior (PBI). Em embrifes de galinha, a
expressao de dialr comeca a ser detetada ao estadio HH5 (E) na mesoderme extraembrionaria que formara
as ilhotas de sangue do saco vitelino no estadio HH11 (F). Nesta fase, dialr também é expresso na vasculatura
da cabeca (pontas de seta em F') e no endocardio (seta em F') do embrido de galinha, tecidos com capacidade
hemogénica®®®>. Em estagios posteriores, o gene dialr de galinha e a proteina DIALR de ratinho sdo ambos
detetados na parede dos vasos sanguineos (J, K, L) com maior intensidade nas células endoteliais
hemogénicas da aorta dorsal (DA; G, G', J; ponta de seta), nas ilhotas sanguineas (I, K; pontas de seta) e na
vasculatura da cabeca (H', H"; pontas de seta). HSPCs, células estaminais/progenitoras hematopoiéticas. hpf,
horas pés-fertilizagdo; HH, fases do desenvolvimento dos embrides de galinha descritas por Hamburger e
Hamilton3¢. E, dia embrionario do desenvolvimento dos embrides de ratinho. Barras de escala: 100 ym em G',
H'; 50 ym em |, H", J-L. (A-D, J-L) Resultados n&do publicados; (E-I) Imagens de Serrado-Marques e
colaboradores?!?!,
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Estas observacbes estdo de acordo com os dados de sequenciacdo de RNA apresentados por
Richard White e colaboradores!®, que analisaram a expressdo de todos os RNAs mensageiros
(mRNAs) ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra, desde a fase de uma célula até aos 5 dpf (dados

disponiveis no Expression Atlas; http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-ERAD-475). O padrao de

expressdo que descrevemos (Figura 1.4) mostra que o0 gene dialr é expresso nos locais
hematopoiéticos do embrido peixe-zebra. Uma vez que a ALM e a aorta dorsal séo locais de origem da
microglia no peixe-zebra, podemos afirmar que as células da microglia primitiva e definitiva derivam

ambas de progenitores hematopoiéticos que expressam o dialr.

1.5. Hipotese e Objetivos

Tendo em consideracdo o envolvimento das células da microglia nas PEA e o facto de o gene
DIALR ser expresso nos progenitores destas células, decidimos investigar a hipétese de que o DIA1R
tem um papel importante no desenvolvimento da microglia. Apesar dos avancos na identificacdo de
estratégias para recriar células semelhantes a microglia in vitro, ainda é necessario um melhor
conhecimento da ontogenia destas células para orientar estes estudos®®139, O peixe-zebra é um
excelente modelo animal para o estudo do desenvolvimento da microglia, pois tem um desenvolvimento
embriondrio externo e as suas larvas sao relativamente transparentes. Para além disto, estudos
recentes demonstraram que o perfil genético da microglia do peixe-zebra apresenta uma forte
semelhanga com os perfis apresentados pelas células da microglia do ratinho e do humano!4%141, Ag
nivel do transcriptoma das células da microglia, também foram identificadas semelhanc¢as importantes
entre estas espécies'#!, demonstrando que as principais propriedades da microglia estdo conservadas
entre os mamiferos e o peixe-zebra. Por outro lado, o peixe-zebra é um excelente modelo genético
para estudar o desenvolvimento embrionario, existindo uma vasta gama de ferramentas genéticas ao
nosso disport42143 Portanto, estas caracteristicas fazem com que o peixe-zebra seja um sistema
modelo poderoso para estudar a funcdo de um gene durante o desenvolvimento da microglia.

Neste projeto fomos investigar o papel do gene dialr no desenvolvimento da microglia do peixe-
zebra. Para validar esta hipotese, definimos trés principais objetivos: (i) utilizar duas abordagens
genéticas distintas que conduzem a perda da funcdo do dialr para gerar peixes-zebra knockdown e
knockout para o gene dialr; (ii) analisar o efeito do knockdown do dialr no desenvolvimento
hematopoiético; e (iii) avaliar o nUmero de células da microglia no cérebro de larvas de peixe-zebra

morfantes e mutantes para dialr.
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Capitulo 2. Materiais e Métodos

2.1. Animais: peixes-zebra

Ao longo deste projeto utilizamos linhas de peixes-zebra wild-type (WT) AB (ZFIN ID: ZDB-GENO-
960809-7) e Tuebingen (TU; ZFIN ID: ZDB-GENO-990623-3), uma linha transgénica fluorescente para
microglia e uma linha mutante knockout para o gene dialr. Adicionalmente, iremos descrever uma
segunda linha mutante que ainda esta a ser estabelecida. 2

Todos os animais foram mantidos em sistema de recirculacdo de agua a temperatura de 28°C e

com ciclo luminoso de 14 horas (h) de luz e 10 h de escuriddo por dia. Os embrifes e larvas foram
criados em meio embrionario E3 a 28 °C. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as condi¢cBes laboratoriais estabelecidas pela Fish Facility do CEDOC (Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade NOVA de Lisboa). Este biotério esta licenciado para experimentagéo
animal pela autoridade portuguesa competente para o Bem-Estar Animal (DGAV, Direcdo Geral de
Alimentacao e Veterinaria), e cumpre as leis nacionais (Decreto-Leil13/2013, de 7 de agosto), as
diretrizes europeias (Diretiva 2010/63/UE de 22 de setembro de 2010) e as recomendag0es relativas
ao bem-estar de animais de laboratério da Federacdo das Associacdes Europeias de Animais de
Laboratorio (FELASA).

2.1.1. Peixes-zebra morfantes dialr

Para reduzir a expresséo do gene dialr de peixe-zebra (knockdown), geramos peixes morfantes
através da injecao de embrides de uma ou duas células com um morfolino experimental (MO). O MO
direcionado para o gene dialr contem 3 nucleétidos (nt) da regido 5'UTR, o local de inicio da traducéo
(AUG) e 19 nt do primeiro exdo, de forma a bloquear a traducdo da proteina Dialr (Figura 3.1.C). O
morfolino controlo 5bp-mismatch (CoMO) contem 5 nt mutados que impedem a sua ligacdo ao mRNA
(Figura 3.1.C). Ambos os morfolinos foram obtidos a partir da Gene Tools (LLC) e as respetivas
sequéncias encontram-se na Tabela 2.1. Antes de cada inje¢&o, as solu¢fes de cada morfolino foram
previamente aquecidas a 65°C durante 5 minutos (min) seguidos de 10 min a 4°C, de forma a garantir
a desnaturacdo de quaisquer estruturas secundarias dos oligonucleotidos e a completa solubilizagao
das solucdes'#4. EmbriGes AB da mesma postura foram injetados com volumes de 1,4 nanolitros (nl)
das solucdes de MO ou de CoMO com 1 nanograma (ng) ou 2 ng (diluidos em solugcdo Danieu: 58
milimolar (mM) NacCl; 0,7 mM KCI; 0,4 mM MgSOa4-7H20; 0,6 mM Ca(NOs)2; 5 mM Hepes, pH 7,6)

utilizando um micro-injetor PV820 (Pneumatic PicoPump) e uma lupa Nikon 80x SMZ745%45,

Tabela 2.1. Morfolinos utlizados para o knockdown do gene dialr em peixe-zebra.

dialr MO Bloqueio da traducédo CCCCTGACCATATCCCTGCCATCAC

dialr CoMO Morfolino controlo 5bp-mismatch CCCCTCAGCATATCGCTCCGATCAC
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2.1.2. Peixes-zebra mutantes dialr

Foram geradas duas linhas de peixe-zebra mutantes (knockout) para o gene dialr através do
sistema CRISPR-Cas9'46, em colaboragédo com as investigadoras Joana F. Monteiro e Ana C. Certal
da Fish Platform da Fundagcdo Champalimaud. O RNA guia (JRNA) foi desenhado previamente pelo
investigador José Serrado Marques utilizando o programa CRISPRscan (http://www.crisprscan.org)!47.
Selecionou-se um gRNA com a sequéncia 5- TGGCAGGGATATGGTCAG - 3’ direcionado para a
regido ATG do gene dialr (Figura 3.2.A), aumentando assim a probabilidade de criacdo de mutacdes

que resultem no knockout do gene. Na Fish Platform foi estabelecida uma primeira linha mutante que

apresenta uma delecao de 5 nt (del5), e uma segunda linha mutante que apresenta uma delecao de 13
nt (del13) estd atualmente a ser estabelecida. Tendo em conta que o gene humano DIALR esta
envolvido no autismo, no futuro pretendemos realizar experiéncias de comportamento com peixes-
zebra mutantes dialr. Neste sentido, escolhemos peixes-zebra com background TU por serem mais
adequados do que os peixes AB para ensaios de comportamento social48.149,

O gRNA e a proteina Cas9 foram injetados em simultaneo em embrides selvagens ou wild-type
(WT) TU de uma célula (F0). Para se estabelecerem linhas heterozigéticas com uma Unica mutacao,
os adultos FO foram cruzados com peixes WT (outcross), e a geragdo F1 resultante foi recolhida e
mantida até a idade adulta. Os peixes mutantes dialr F1 adultos foram genotipados por PCR utilizando
como template DNA extraido de amostras da cauda. Foi amplificada uma regido contendo o local alvo
do gRNA, obtendo-se um amplicdo de 117 pares de bases (pb; WT), 112 pb (del5) ou 104 pb (del13).
Neste processo utilizou-se um par de primers de genotipagem (zdialr) cujo as respetivas sequéncias
sdo apresentadas na Tabela 2.2. Os produtos de PCR foram analisados pelo sistema QlAxcel
ScreenGel para determinar 0 seu tamanho e assim reconhecer possiveis mutagdes nos peixes F1.
ApOs este processo, as mutagdes foram identificadas por sequenciagédo de Sanger utilizando o par de
primers seq.dialr (Tabela 2.2). As sequéncias de DNA dos mutantes F1 (heterozigéticos) foram
analisadas recorrendo ao software TIDE (http://shinyapps.datacurators.nl/tide). Esta analise permitiu
identificar delecdes de 5 pb (del5) e 13 pb (del13) em cada uma das linhas de peixes-zebra mutantes.

Apébs a sele¢do dos peixes-zebras del5, novos cruzamentos foram realizados com vista a obter
estabelecer uma populacdo homozigética e outra heterozigética da linha mutante dialr del5. Alguns
embribes destas popula¢des foram importados para a Fish Facility do CEDOC (Faculdade de Ciéncias
Médicas), cumprindo os protocolos de biosseguranca de ambas as instituicdes, sendo assim
estabelecida a linha mutante dialr del5 no CEDOC. Importa referir que apenas a linha mutante del5 foi
utilizada nas experiéncias laboratoriais descritas de seguida, uma vez que a linha mutante dialr dell3

ainda se encontra a ser estabelecida.
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Tabela 2.2. Sequéncias de todos os primers utilizados.
(1-4) Genotipagem dos mutantes dialr del5; (5-20) RT-qPCR.

1 zdialr (F) TCACATTGGGAGGGCATTATGG (originais)
2 zdialr (R) GGGTCTGCTGTGCCAAATACTA g
3 seq. dialr (F) GTCTAAGTGAGGCGTTTAGTGC (originais)
4 seq. dialr (R) GCAAATGGATGTTCCAATGCAGGC g
5 eeflalll (F) CCTGGGAGTGAAACAGCTG .

Brandé&o, 2019150
6 eeflalll (R) GCCTCCAGCATGTTGTCAC
7 tall (F) GGAGATGCGGAACAGTATGG

Veldman, 2012151
8 tall (R) GAAGGCACCGTTCACATTCT
9 Imo2 (F) AAATGAGGAGCCGGTGGAT

Bertrand, 2008101
10 Imo2 (R) GCTCGATGGCCTTCAGAAA
11 gatala (F) AAGATGGGACAGGCCACTAC T ——
12 gatala (R) TGCTGACAATCAGCCTCTTTT ’
13 myb (F) TTTCTACCGAATCGAACAGATG

Ma, 2010152
14 myb (R) CAATCACCCGTTGGTCTTCT
15 runxl (F) CGTCTTCACAAACCCTCCTC
Ma, 2010152

16 runxl (R) TACTGCTTCATCCGGCTTCT
17 spilb (F) GGGCAGTTTTAACCAAAGATCA T ——
18 spilb (R) CCCAAGAGTGATCGTTCTGAC ’
19 lcpl (F) ACTCACACAGGCGGGAAAAGG HU. 2014153
20 lcpl (R) GCCATCAGACACGCAAACACC '

2.1.3. Genotipagem de mutantes dialr por High-Resolution Melting

Para genotiparmos as larvas provenientes de cruzamentos da linha mutante dialr del5 utilizamos
a técnica de High-Resolution Melting (HRM). O HRM permite identificar larvas homozigoéticas,
heterozigéticas e WT TU, como descrito por Nikita Zabinyakov e colaboradores>*. O DNA gendémico
(gDNA) foi isolado a partir de larvas de peixe-zebra aos 4 dpf. Cada larva foi recolhida individualmente
em 50 microlitros (ul) de tampéo TE (10 mM Tris-HCL, pH 8 e 1 mM EDTA, pH 8). As amostras foram
aquecidas a 95°C durante 10 min, seguidamente adicionamos 5,0 pl de proteinase K (10
miligramas/mililitro; mg/ml) e incubdmos a 55°C durante toda a noite. No dia seguinte, incubamos as
amostras novamente a 95°C durante 10 min e conservamo-las a 4°C. Em cada rea¢do para HRM
utilizamos 1,0 pl de gDNA, 5,0 ul de SsoFast EvaGreen Supermix (BioRad, ref. 1725201), 0,5 ul de
cada primer para dialr (Tabela 2.2) a 10 (micromolar) yM e 3,0 pl de agua. As solugbes foram
centrifugadas a 2000 rotag8es por minuto (rpm) durante 2 min a 4°C e analisadas na maquina de PCR
em tempo real LightCycler96 (Roche). As condi¢cbes de PCR para HRM encontram-se descritas na

Tabela 2.3. Por fim, utilizamos o software LightCyler96 para analisar os dados.
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Tabela 2.3. Condigdes da técnica de High Resolution Melting.

Pré-incubacéao 95°C 300 s 1
95°C 10s

Amplificacéo 65°C 10s 45
72°C 10 s
95°C 60 s
40°C 60 s

Curva de Melting 1
65°C 1s
97°C ls

2.2. Extracdo de RNA e RT-qPCR

Analisamos a expresséo relativa de marcadores moleculares de células hematopoiéticas em
morfantes na fase do desenvolvimento de 19,5 hpf com recurso & técnica de PCR em tempo real (real-
time quantitative PCR ou RT-gPCR), tal como descrito por Alvin Ma e colaboradores!®2, O RNA total foi
extraido de quatro grupos de 50 embrides dos seguintes tipos: WT, WT injetados com MO, WT injetados
com CoMO, mutantes heterozigéticos e mutantes homozigéticos. Apds a recolha dos embrides, as
amostras foram homogenizadas usando o reagente TRIzol (Ambion, ref. 15596026) e 0 RNA foi isolado
utilizando o RNeasy Micro Kit (Qiagen, ref. 74004). A transcri¢ao reversa foi realizada com o Advantage
RT-for-PCR Kit (TaKaRa, ref. 639506), de acordo com o protocolo do fabricante. Para obter o DNA
complementar (cDNA) foram utilizados os oligo(dT) primers (20 picomoles; pmol), os random hexamer
primers (20 pmol) el micrograma (ug) RNA, em cada reacao.

A analise por RT-qPCR foi realizada para quantificar a expressdo dos mRNAs caracteristicos de
células hematopoiéticas as 19,5 hpf. Para cada reacao, utilizamos 2,0 yl de cDNA (10 ng), 3,0 yl de
primers especificos (Tabela 2.2) a uma concentracéo de 1,0 uM e 10 pl de FastStart Essential DNA
Green Master (Roche, ref. 06924204001). A fold change de expressdo dos genes tall (GenBank:
NM_213237.1), Imo2 (GenBank: NM_131111.1), myb (GenBank: NM_001309822.1), gatala
(GenBank: NM_131234.2), runxl (GenBank: NM_131603.3) e Icpl (GenBank: NM_131320.3) foi
determinada pelo método 2-AACT?5, Os valores de cada gene foram normalizados para a expressao
do gene housekeeping eeflalll (eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1, like 1; GenBank:
NM_131263.1)150.156, As reacBes foram processadas num termociclador em tempo real QuantStudio 5
da Applied Biosystems (Thermo Fisher). As condi¢cdes de RT-gPCR encontram-se descritas na Tabela
2.4. Finalmente, os dados foram analisados com o software Cloud 4.1 da Applied Biosystems (Thermo
Fisher).
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Tabela 2.4. Condi¢cdes do RT-qPCR.

Pré-incubacéao 95°C 600 s 1
95°C 10s
Amplificacéo 60°C 13s 50
72°C 20s
95°C 10s
Curva de Melting 65°C 60 s
97°C 1s .
Arrefecimento 37°C 30s

2.3. Quantificacdo da microglia
2.3.1. Citometria de fluxo

Com a técnica de citometria de fluxo quantificamos o nimero de macréfagos e microglia fluorescentes
presentes em cabecas e larvas inteiras de peixe-zebra aos 4 dpf. Para tal, utilizamos larvas da linha
transgénica Tg(mpegl.1l:LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) que expressam DsRedx (fluorescéncia
vermelha) sob a influéncia do promotor mpeg1l.1, sendo este especifico para macréfagos e microglia®®.
Esta linha apresenta a sequéncia codificante da proteina DsRedx entre dois locais LOXP seguida pela
sequéncia da proteina fluorescente verde EGFP. Somente na presenca da enzima Cre recombinase
ocorre recombinacao genética nos locais LOXP e o promotor mpegl.1 passa a activar a transcricdo de
EGFP80.157 Esta possibilidade alternativa ndo foi explorada no nosso projeto, pelo que a microglia e os
macrofagos sempre se apresentaram com fluorescéncia vermelha resultante da expresséo de DsRedx.

Para analisar o efeito do knockdown de dialr no nimero de macréfagos e células da microglia,
comecamos por injetar embrides homozigéticos transgénica Tg(mpegl.1:LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP)
com MO e CoMO na concentracdo de 1 ng, como descrito anteriormente. A partir das 22 hpf incubamos
diariamente os embrides com 0,003% de 1-fenil 2-tioureia (PTU; Sigma-Aldrich, ref. P7629) em E3. Aos
4 dpf, procedemos a recolha das cabegas das larvas de acordo com o protocolo descrito por Julie
Mazzolini e colaboradores!®8, Assim, as larvas foram sacrificadas numa solucéo contendo 0,6 mM de
tricaina (MS-222; Sigma-Aldrich, ref. E10521); 0,003% de PTU e 500 mM de Hepes (VWR, ref.
441485H) em E3, a 4°C. As cabecas foram cortadas pela zona anterior ao saco vitelino utilizando um
bisturi, e transferidas para tubos de 2 ml contendo a mesma solucdo a 4°C. As etapas de
homogeneizacdo e preparacdo das amostras foram previamente otimizadas. Para tal baseamo-nos
num protocolo bastante utilizado no nosso grupo de investigac&o para outros tipos celulares do peixe-
zebra. Neste sentido, incubamos as cabeg¢as numa solugcédo de PBS contendo a enzima liberase (5,0

mg/ml; Roche, ref. 05401119001), e procedemos a varios ciclos de agitacdo e pipetagem manual
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durante 20 min a 28°C. Esta temperatura foi escolhia por corresponder a temperatura em que 0s peixes-

zebra e as larvas sdo mantidos, pois pressupomos que os danos celulares sédo assim minimizados.
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Figura 2.1. Estratégia de gating utilizada na quantificacdo de macriéfagos e microglia por
citometria de fluxo.

A andlise do nimero de macrofagos e microglia por citometria fluxo foi realizada em larvas Tg(mpegl.1:LOXP-
DsRedx-LOXP-EGFP) aos 4 dpf injetadas com CoMO ou MO. (A) Distingdo entre as células e os detritos em
funcdo de seu tamanho (FSC-A) e da sua granularidade (SSC-A). Foi desenhado um gate para selecionar a
populacdo celular e foram identificadas as beads de contagem. (B) A populacdo de células selecionada
anteriormente foi analisada com FSC-H (forward scatter height) e SSC-A para selecionar células individuais
(singlets) e excluir a populacdo de agregados celulares. (C) Os macrofagos e a microglia das larvas
Tg(mpegl.1:LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) expressam a proteina DsRedx, ficando marcados com fluorescéncia
vermelha (DsRedx+). Para identificar as células vivas utilizamos a sonda de viabilidade Fixable Viability Stain
450 (FVS450) que lhes confere fluorescéncia azul suave (V450-). As células quantificadas foram as que
apresentavam simultaneamente as duas fluorescéncias (V450-DsRedx+). (D) A partir da populagdo de células
individuais foi selecionado um gate que contém a populagao de células vivas. (E) Dentro da populagdo de células
vivas foram selecionadas as células que apresentavam fluorescéncia vermelha. Finalmente obtivemos a
populacdo de interesse e a percentagem de células DsRedx+ em cada amostra foi automaticamente
determinada pelo software FACSDiva do equipamento FACS Aria lll, o que nos permite fazer a comparagdo
entre os valores de morfantes MO e CoMO.

Em seguida, passamos as amostras homogeneizadas através de filtros celulares por centrifugacéo
a 300g durante 5 min a 4°C para reduzir o nimero de agregados celulares. As células foram depois
ressuspendidas em PBS 1x com 10% FBS (soro fetal bovino) e incubadas com a sonda de viabilidade
Fixable Viability Stain 450 (FVS450; BD Horizon, ref. 562247)158.159 Finalmente, as amostras foram
processadas no citometro de fluxo FACS Aria Ill da BD Biosciences. A estratégia de gaiting utilizada

encontra-se representada na Figura 2.1. Este processamento permitiu-nos distinguir as células
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individuais dos fragmentos celulares, dupletos e aglomerados celulares em funcdo do seu tamanho
(FSC-A) e da sua granularidade (SSC-A). A partir desta populacéo celular, um gate foi desenhado para
analisar as células vivas (FVS450-; com fluorescéncia azul suave) separadamente das células mortas
(FVS450+; com fluorescéncia azul mais intensa)!®®. Os gates correspondentes as populacdes de
macréfagos e microglia foram desenhados de acordo com os parametros das células florescentes
provenientes de larvas nao injetadas. Finalmente, a microglia e os macréfagos (DsRedx+) de larvas
injetadas com MO ou CoMO foram quantificados utilizando beads de 10 micrémetros (um; Sure Count,

ref. CC10N-10) como referéncia (Figura 2.1). Para a analise dos dados de citometria de fluxo e célculo

do nimero de microglia e macrofagos foi utilizado o software FACSDiva 8.0.1 (BD Biosciences).

2.3.2. Coloracdo com Neutral Red e quantificacdo com SpotNGlia

Avaliamos o numero de células da microglia no cérebro de larvas de peixe-zebra morfantes e
mutantes para dialr recorrendo ao protocolo de coloragdo com Neutral Red (NR; Sigma-Aldrich, ref. N-
4638)113 A quantificagdo foi realizada em larvas de embrides AB injetados com MO ou CoMO e nao
injetados (WT), e em larvas resultantes de um cruzamento entre peixes heterozigéticos da linha
mutante del5 (WT, heterozigbticas e homozigéticas). Para impedir a pigmentagdo, incubamos os
embrides as 22 hpf com 0.003% de PTU em E3. Aos 4 dpf as larvas foram incubadas numa solucéo de
NR (5 pg/ml) em E3 durante 5 h.
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Figura 2.2. O software SpotNGlia identifica e quantifica o nimero de células da microglia no
teto dptico de forma semiautomatica.

(A) Representacdo esquematica do processamento e analise do software SpotNGlia. (B) Exemplo de uma
imagem z-stack de uma larva corada com Neutral Red (NR). (C) Exemplo da segmentacdo realizada pelo
SpotNGlia da regido do cérebro de uma larva que contem o teto 6ptico. (D) Exemplo da identificacédo de células
individuais e sua quantificagdo realizada pelo SpotNGlia e pelo operador. Cada célula NR+ é selecionada e
apresentada com circulo vermelho pelo programa. Os circulos vermelhos com uma cruz azul representam as
células NR+ selecionadas pelo operador. Adaptado de Kuil e colaboradores?!?3,
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Para a aquisicdo de imagens, as larvas foram anestesiadas com 0,6 mM tricaina em meio E3 e
montadas com o lado dorsal voltado para baixo em moldes de agarose a 2,0% com pocos em forma
de V. Foram adquiridas 10 imagens em sequéncia no eixo dos Z (z-stacks) com a lupa Zeiss Lumar
V12 numa ampliacdo de 80x. Deste modo, conseguimos analisar as células da microglia presentes
numa regido do cérebro das larvas de peixe-zebra.

Para a quantificacdo da microglia utilizamos o software SpotNGlia desenvolvido em MATLAB
R2017b (MathWorks, Natick), tal como descrito por Laura Kuil e colaboradores!'3. A estratégia de
processamento do SpotNGlia é apresentada na Figura 2.2. O cédigo completo e a descricdo técnica

de como usar o programa estao disponiveis no GitHub (https://github.com/samuelgeurts/SpotNGlia).

2.3.3. Analise in vivo da microglia por microscopia confocal

Utilizamos a linha transgénica Tg(mpegl.l: LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) para quantificar a
microglia presente no teto oOptico do cérebro de larvas morfantes aos 4 dpf, de acordo com o
procedimento descrito por Jin Xu e colaboradores?8%, Para tal, injetamos embries homozigéticos desta
linha com morfolinos a uma concentracéo de 1 ng, como descrito anteriormente (Capitulo 2.1). A partir
das 22 hpf, incubamos diariamente os embriées com 0,003% de PTU em E3. Para a aquisi¢cdo de
imagens in vivo, as larvas de peixe-zebra com 4 dpf foram anestesiadas com 0,6 mM tricaina e incluidas

em 1,0% de agarose de baixo ponto de fusdo (Sigma, ref. A9414) preparada em meio E3.

A

Reconstrucgao Criagdo da Selecdo da Microglia
3D Surface do Teto Optico

D E F
. .

Figura 2.3. O software Imaris identifica e quantifica a microglia em imagens de microscopia
confocal.

(A) Exemplo da reconstrucéo 3D da cabeca de uma larva realizada automaticamente pelo software Imaris, a
partir de imagens in vivo de microscopia confocal com a objetiva de 10x/Abertura numérica (NA) 0,30. As células
da microglia estdo apresentadas a magenta. (B) Exemplo da surface criada pelo Imaris para identificar as
células da microglia de uma larva (estruturas azuis). (C) Exemplo da selegdo da microglia presente no teto
Optico de uma larva (estruturas amarelas). As imagens adquiridas com a objetiva de 40x/ NA 1,20 permitiram
identificar os trés tipos de morfologia que a microglia apresenta durante o desenvolvimento cerebral do peixe-
zebra (D-F). (D) Exemplo de uma célula ramificada. (E) Exemplo de uma célula ativada, onde é possivel
observar uma vesicula fagocitica na extremidade inferior (seta branca). (F) Exemplo de uma célula totalmente
ativada (ameboide). Barras de escala: 80 pm em (A-C); 10 um em (D-F).
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As imagens de fluorescéncia da microglia no cérebro das larvas foram adquiridas por microscopia
confocal (Zeiss LSM710; objetiva 10x/NA 0,3 e objetiva 40x/NA 1,20; laser de 561 nanometros). Para
a analise de todo o teto Optico do cérebro larvar, capturamos sequéncias de 30 imagens no eixo dos Z
(30 z-stacks), com intervalo de 3 um e com uma profundidade 87-90 um, com a objetiva de 10x. As
imagens de confocal foram processadas no software Imaris (https://imaris.oxinst.com), com o qual foi
criada uma surface em 3D que permitiu identificar cada célula da microglia individualmente, tal como
em Kelda Chia e colaboradores!®l. O esquema do processamento das imagens pelo Imaris esta

representado na Figura 2.3 A-C. Foram assim identificadas e quantificadas as células da microglia

presentes no teto éptico de 6-7 larvas de cada grupo experimental. As imagens com a objetiva de 40x

permitiram a observacdo da morfologia da microglia (Figura 2.3 D-F).

2.4. Desenho experimental e analise estatistica

Os animais foram repartidos aleatoriamente em grupos experimentais antes do inicio de cada
experiéncia. A andlise de dados para cada grupo experimental foi realizada “as cegas”, no sentido em
gue s6 apos a obtencdo dos resultados estar concluida é que foi realizada a respetiva associacao.

Todos os dados apresentados sdo referentes a pelo menos duas experiéncias independentes.
Todos os dados de cada grupo experimental sdo apresentados como média + s.e.m (standard error of
the mean). A andlise estatistica foi realizada usando o programa Prism 8 (GraphPad). Resumidamente,
0s conjuntos de dados foram avaliados quanto a normalidade e os testes estatisticos apropriados foram
realizados conforme indicado nas legendas das figuras. As figuras foram montadas recorrendo aos

softwares ImageJ (https://imagej.net) e Biorender (https://biorender.com).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Geracao de peixes-zebra knockdown e knockout para o gene dialr

Para investigar o possivel papel do gene dialr no desenvolvimento da microglia, projetamos duas
abordagens genéticas distintas. Na primeira abordagem, o knockdown do gene dialr foi realizado
através da inje¢cdo de embrides de uma ou duas células com um morfolino (MO)*62 que inibe a traducao
da proteina Dialr (Figura 3.1.A). O local alvo do MO € o inicio da traducdo (AUG) do mRNA do gene
dialr, apresentado no diagrama da Figura 3.1.B. De forma a garantir que os fendtipos observados se
devem exclusivamente ao efeito do MO experimental, desenhamos um morfolino controlo (CoMO) que,
devido as suas cinco mutac8es pontuais, ndo é capaz de se ligar ao mMRNA do dialr. A interacdo de
cada morfolino com o MRNA esta representada na Figura 3.1.C.

Comecamos por otimizar a concentracao de morfolinos a ser injetada para gerar peixes morfantes

para dialr. Em embriGes AB da mesma postura injetamos solu¢cdes com 1 ng ou 2 ng de MO ou de
CoMO. Em seguida, avaliamos a taxa de mortalidade dos embrides injetados com cada uma das
concentracbes de MO e CoMO e de embrides ndo injetados (WT). Pela analise da Figura 3.1.D
podemos observar que, em ambas as concentragfes, as percentagens de sobrevivéncia sdo menores
nos embrides injetados com MO do que nos injetados com CoMO, equivalente a uma maior taxa de
mortalidade nos embrides injetados com a maior concentragdo, o que indica que o morfolino MO pode
ter um efeito na sobrevivéncia. Estas observagbes levaram-nos a escolher a quantidade de 1 ng nas
experiéncias subsequentes com morfantes, uma vez que os embrides injetados com esta quantidade
de MO ou CoMO apresentam uma maior taxa de sobrevivéncia do que os morfantes injetados com 2
ng. Adicionalmente, ndo verificamos diferencas no nimero de microglia (Capitulo 3.3.2) entre larvas
injetadas com cada uma das duas concentragbes (dados ndo apresentados), sendo a mais baixa
suficiente para causar um fenétipo na quantidade de células da microglia.

Na segunda abordagem, geramos duas linhas knockout para o gene dialr com o objetivo de inibir
a traducdo da proteina Dialr. Para tal recorremos ao sistema de edicdo do genoma CRISPR-
Cas9143146 em colaboracdo com a Fish Platform da Fundagdo Champalimaud. O sistema CRISPR é
formado por dois componentes, 0 gRNA e a nuclease Cas91%3. Desenhamos um gRNA que direciona
a Cas9 para uma sequéncia alvo especifica da regido ATG do gene dialr (Figura 3.2.A). A proteina
Cas9 reconhece a pequena sequéncia PAM, adjacente a sequéncia alvo, e quebra a dupla cadeia DNA.
Esta quebra possibilita o aparecimento de mutag@es durante os mecanismos de reparacdo do DNA?63,

O gRNA e a proteina Cas9 foram injetados em simultdneo em embriées WT TU de uma célula (FO0).
As larvas FO foram colocadas a crescer e quando atingiram a idade adulta constituiram os fundadores
FO. Estes fundadores foram cruzados com adultos WT TU e a descendéncia F1 foi crescida até a idade
adulta (fundadores F1). Os mutantes dialr F1 adultos foram genotipados por PCR e as imagens em
gel QlAxcel permitiram identificar os peixes que apresentavam possiveis mutacdes (Figura 3.2.B e D).
A sequenciacédo do DNA de alguns animais confirmou a presenca uma delecdo de 5 nt (del5) que causa
uma alteracdo frameshift no codao seis e 0 aparecimento prematuro de um coddo STOP no codao 30,
indicada na Figura 3.2.C. Numa segunda linha de peixes-zebra, a sequenciacdo mostrou uma delecao

de 13 nt (dell3) e duas mutacdes pontuais no gene dialr que levam a eliminacdo do ATG, a uma
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alteracao frameshift e ao aparecimento prematuro de um codao STOP, mutacdes representadas na
Figura 3.2.E. Deste modo, foram geradas a primeira linha mutante dialr designada del5, e a segunda

linha mutante dialr designada dell3.

A B
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Figura 3.1. Estratégia de knockdown do gene dialr em peixe-zebra.

(A) Representacdo esquematica da criagdo das larvas de peixe-zebra morfantes pela injegdo de morfolinos.
Injetamos o morfolino experimental (MO) e o morfolino controlo (CoMO) em embrides na fase de
desenvolvimento de uma ou duas células e analisamos o fenétipo aos 4 dias apds a fertilizagao (dpf). (B)
Esquema da estrutura do gene dialr do peixe-zebra. As caixas azuis escuras e as verdes representam as
regides 5UTR e 3'UTR ndo traduzidas respetivamente, enquanto a regido traduzida € mostrada com caixas
azuis claras. O local de ligacdo do MO esta representado pelo trago vermelho. (C) Estratégia da interacéo dos
morfolinos com o0 MRNA do dialr. O MO foi desenhado para bloquear a traducéo da proteina Dialr ao nivel da
regido do coddo de iniciacdo (AUG). O CoMO apresenta 5 mutagfes pontuais para impedir a sua ligagdo ao
mRNA (asteriscos verdes). (D) Andlise da taxa de mortalidade dos morfantes para o dialr. Os embrides foram
injetados com volumes de 1,4 nl de solu¢do contendo 1 ng ou 2 ng de cada morfolino. A percentagem de
mortalidade foi superior nas inje¢des com maior concentracdo de morfolinos. ATG, inicio da regido codificante;
bp, pares de bases.

Selecionados os peixes-zebras mutantes del5, foram realizados novos cruzamentos para obter um
grupo de individuos homozigéticos e outro grupo de heterozigéticos. Em seguida, os embrides
resultantes foram importados para a Fish Facility do CEDOC, onde estabelecemos popula¢des de
peixes-zebra del5 homozigéticos e heterozigéticos. A descendéncia resultante de cruzamentos entre
adultos heterozigéticos del5 e entre homozigoticos del5 (incross) ndo apresentou mortalidade
significativa nem malformagdes durante o desenvolvimento, tendo sido possivel obter peixes adultos

mutantes viaveis e férteis. A linha mutante dell3 estara estabelecida em breve.
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Figura 3.2. Geragao de peixe-zebra mutantes dialr pelo sistema de edicdo genética CRISPR-
Cas9.

(A) Representacdo esquematica da estratégia de reconhecimento genético direcionado. Um gRNA foi
desenhado para atingir a regido ATG do gene dialr (destacado vermelho) recorrendo ao programa CRISPRscan
(http://www.crisprscan.org). A sequéncia de reconhecimento da proteina Cas9 (PAM) encontra-se representada
pela caixa verde claro. Os sublinhados a turquesa mostram a posi¢cdo dos primers de genotipagem. Foram
geradas duas linhas mutantes em que uma apresenta uma delecdo de 5 bp (del5; B-C) e a outra apresenta uma
delecdo de 13 bp (dell3; D-E). As genotipagens pelo sistema QlAxcel foram realizadas pelos nossos
colaboradores da Fundacdo Champalimaud. (B) Genotipagem de mutantes dialr adultos (F1) del5 por PCR
(amostras de DNA da barbatana caudal) e imagem em gel QlAxcel. A amostra de controlo WT (TU) exibe uma
Gnica banda de um fragmento com 117 bp (primers indicados em A), enquanto as amostras de mutantes
mostraram uma banda de um fragmento mais pequeno nos homozigoéticos (asteriscos vermelhos) e quatro
bandas nos heterozigoéticos (duas homoduplexes e duas heteroduplexes; asteriscos amarelos). (C) Os graficos
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de sequenciacdo do DNA de homozigdticos mostram uma dele¢do de 5 bp no gene dialr de mutantes de peixe-
zebra (destaque a azul na sequéncia WT) que causa uma alteragdo frameshift no codao 6 e o aparecimento
prematuro de um coddo STOP (TGA) no codéo 30 (asterisco). (D) Imagem QlAxcel da genotipagem de mutantes
dialr adultos (F1) del13 por PCR. As amostras de homozigéticos (asteriscos vermelhos) apresentam uma banda
de um fragmento mais pequeno do que a banda controlo. As amostras de heterozigoéticos (asteriscos amarelos)
apresentam duas bandas de homoduplexes (WT e mutante) e duas bandas proximas mais pesadas
correspondentes aos heteroduplexes. (E) A sequenciagdo do DNA dos mutantes homozigéticos del13 mostrou
uma delecdo de 13 bp e duas mutagBes pontuais (asteriscos amarelos) no gene dialr, o que leva ao
desaparecimento do ATG original, a uma alteracéo frameshift e ao aparecimento prematuro de um codao STOP
(asterisco preto). (F) Esquema da abordagem de genotipagem de larvas mutantes del5 por HRM. Nas
experiéncias de quantificacdo da microglia dos mutantes del5 (ver Capitulo 3.3), as larvas utilizadas resultaram
de cruzamentos entre peixes heterozigoticos, e a sua genotipagem por HRM foi realizada apés terem sido
recolhidas as imagens da coloragdo com Neutral Red. (G) Representacéo exemplificativa dos graficos de HRM.
A sequéncia heterozigética (+/-) é identificada pelo pico duplo (representado pelo triangulo e seta turquesa), a
sequéncia homozigotica (-/-) por um pico de menor temperatura (seta vermelha), e a sequéncia WT (+/+) por
um pico de maior temperatura (seta azul clara). WT, wild-type; nt, nucleotideo; AA, aminoécido.

3 A linha mutante del5 foi utilizada nas experiéncias de quantificacdo da microglia descritas no

Capitulo 3.3. Nestas experiéncias, foram utilizados embrifes provenientes de cruzamentos de

mutantes adultos heterozigéticos (Figura 3.2.F). A identificacdo das larvas homozigéticas,
heterozigéticas e WT TU foi realizada com recurso a técnica de HRM64, A Figura 3.2.E apresenta um
exemplo das curvas de melting normalizadas de HRM do DNA de larvas resultantes de um cruzamento
de peixes heterozigéticos. As larvas homozigéticas (-/-) séo identificadas por um pico de menor
temperatura (seta vermelha do grafico) e as larvas WT (+/+) sao identificadas por um pico de maior
temperatura (seta azul clara do gréafico). As larvas heterozig6ticas (+/-) séo identificadas pelo
aparecimento de um pico de temperatura intermédia (seta turquesa do grafico) e outro pico
correspondente a temperatura dos heteroduplexes (representado pelo triangulo turquesa). Deste modo,

o0 HRM demonstrou ser um método rapido e eficaz para genotipar os mutantes dialr del5.

3.2. Funcéo do gene dialr nos precursores da microglia

Anteriormente, 0S nossos ensaios identificaram a presenca do gene dialr nos progenitores
hematopoiéticos (Figura 1.4), sugerindo que este gene pode estar envolvido na ontogenia das células
da microglia. Neste sentido, investigamos o efeito da supresséo do dialr nos progenitores da microglia
do peixe-zebra. Este estudo foi realizado em embrides morfantes, estando atualmente a ser
implementado o mesmo procedimento para a analise de embrides mutantes del5 e WT TU.

Para tal, recolhemos embriées morfantes na fase do desenvolvimento de 19,5 hpf (com 21 s6mitos)
e analisamos a expresséo relativa de marcadores moleculares de células hematopoiéticas por RT-
gPCR (Figura 3.3.A). A Figura 3.3.B ilustra a localizacdo das células que expressam os genes tall,
Imo2, gatala, myb, runxl, spilb e Icpl nesta fase embrionaria®®. Para investigar o impacto do
knockdown de dialr na hematopoiese primitiva, examinamos a expressdo dos marcadores de
progenitores hematopoiéticos tall e Imo2, que sdo fatores de transcricdo necessarios para o
desenvolvimento e a diferenciacdo dos hemangioblastos'®®. Para investigar o efeito do knockdown de
dialr na diferenciacé@o de progenitores das linhagens eritroide e mieloide, analisamos a expresséo dos
genes gatala®® e spilb’8, respetivamente. O gene Icpl foi usado como marcador de macréfagos
primitivos®7.166, enquanto que os genes myb®7 e runx1'%4 foram usados como marcadores das células

precursoras das HSPCs, responsaveis pela geragdo de células hematopoiéticas definitivas. A
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Figura 3.3. Efeito do knockdown do gene dialr no desenvolvimento hematopoiético do peixe-
zebra.

(A) Representacéo esquemética da abordagem experimental. Embrides de peixe-zebra com uma a duas células
foram injetados com 1 ng de morfolino experimental (MO) ou controlo (CoMO) e recolhidos as 19,5 horas apés
a fertilizacéo (hpf) para analise da expresséo genética de marcadores hematopoiéticos por RT-gPCR. (B) As
19,5 hpf, os primeiros progenitores hematopoiéticos encontram-se na massa celular intermédia (intermediate
cell mass ou ICM; identificada pelo tracejado branco) e expressam tall, Imo2, gatala e spilb, enquanto que os
precursores mieloides estdo presentes na ilhota de sangue rostral (rostral blood island ou RBI) e expressam
tall, Imo2 e spilb. Os marcadores myb e runxl identificam as células progenitoras das HSPCs. Os macréfagos
primitivos em diferenciacdo expressam Icpl. (C) Expressao relativa de marcadores hematopoiéticos (tall, Imo2,
gatala, myb, runxl, spilb e Icpl) por RT-gPCR em embrides morfantes dialr (4 grupos de 50 embrides cada;
eeflalll foi usado como gene housekeeping). Em embrides injetados com MO, os marcadores de
hemangioblastos tall e Imo2, e o marcador de precursores eritroides gatala tém uma expressao
significativamente superior & dos embrides injetados com CoMO. A expressdo do marcador Icpl de macrofagos
primitivos é significativamente mais baixa nos embrides morfantes MO em comparacdo com os CoMO. Embora
ndo seja estatisticamente significativa, foi observada uma tendéncia para a expressdo mais elevada dos
marcadores de progenitores hematopoiéticos runx1, myb e spilb em embrides morfantes MO. Todos os valores
foram normalizados para CoMO e analisados usando o teste estatistico Student’s t-test (N=4 *p-value <0,05 e
**P<0,01. As barras de erro representam s.e.m.). HSPCs, hematopoietic stem/progenitor cells ou células
estaminais/progenitores hematopoiéticas.

expressao relativa dos genes tall, Imo2, gatala, myb, runxl, spilb e Icpl encontra-se representada na
Figura 3.3.C, e corresponde aos resultados de quatro replicados biolégicos.

A fold change de expresséo dos genes tall e Imo2 é significativamente mais elevada em embriGes
injetados com MO relativamente aos injetados com CoMO. Assim, podemos concluir que o bloqueio da
traducdo do gene dialr parece causar uma acumulacao de progenitores hematopoiéticos as 19,5 hpf.
A expressao do gene gatala é também significativamente superior nos morfantes MO, sugerindo que
estes contém um maior ndmero de progenitores da linhagem eritroide do que os CoMO. Foi ainda
observada uma tendéncia para uma expressédo mais elevada dos marcadores runxl, myb e spilb em
embrides morfantes MO, que ndo se demonstrou estatisticamente significativa. No entanto, esta
tendéncia sugere que possivelmente o nimero de células precursoras das HSPCs é superior nos

morfantes MO. O mesmo pode ser especulado em relacdo aos progenitores mieloides que expressam
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spilb. Contrariamente, a expresséo de Icpl as 19,5 hpf é significativamente mais baixa em embrides
morfantes MO, sugerindo que estes contém menos macrofagos primitivos do que os morfantes CoMO.
Em resumo, os resultados de RT-gPCR para os marcadores analisados parecem indicar que o
gene dialr regula a dimensao das populac¢des de progenitores hematopoiéticos das linhagens primitiva
e definitiva. Por outro lado, a andlise da expressédo do gene Icpl permite levantar a hip6tese de que o
gene dialr promove a diferenciagcdo de macréfagos primitivos, parte dos quais vdo dar origem a
microglia. Estas observacdes levaram-nos assim a investigar o possivel efeito da perda de funcéo do

gene dialr no nimero de células da microglia em larvas de peixe-zebra.

3.3. Quantificacdo da microglia em morfantes e mutantes para o gene dialr

Estabelecidas as duas abordagens de perda de funcéo do gene dialr (descritas no Capitulo 3.1),

e com a evidéncia de que este gene parece atuar ao nivel dos precursores da microglia, procedemos
a avaliacdo do numero de células da microglia no cérebro de larvas de peixe-zebra morfantes e
mutantes para dialr aos 4 dpf. Nesta fase do desenvolvimento, a microglia encontra-se em proliferagéo
e completamente funcional no cérebro da larva’®168, contribuindo ja para o seu desenvolvimento. Dado
que o papel fisioldgico do dialr é ainda desconhecido, optamos por fazer uma analise quantitativa
detalhada utilizando o maximo de técnicas ao nosso dispor. Assim, 0 nimero de células da microglia
foi quantificado recorrendo a técnicas de citometria de fluxo e andlise de imagens de cérebros de larvas
com microglia corada com Neutral Red (microscopia de luz convencional) ou com uma proteina

fluorescente (microscopia confocal).

3.3.1. Quantificacdo de macr6fagos e microgliaem morfantes paradialr por citometria de fluxo

z

O gene mpegl.l é expresso especificamente em macréfagos e microglia durante do
desenvolvimento do peixe-zebra®8l, Diversos estudos apresentaram linhas transgénicas de peixe-
zebra baseadas no promotor mpegl.1, demonstrando que este é capaz de direcionar a expressao do
transgene especificamente para macrdéfagos primitivos e microglia, permitindo a sua visualiza¢ao in
vivo82160, Para este estudo, estabelecemos uma populacdo de peixes homozigéticos da linha
transgénica Tg(mpegl.1:LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) na qual macrofagos e microglia expressam
DsRedx (DsRedx+)10. Para a andlise do nimero de macréfagos e microglia por citometria de fluxo!%8,
injetamos embrides desta linha com 1 ng de MO ou CoMO para dialr, e recolhemos larvas morfantes
aos 4 dpf. Apés o processamento das amostras, avaliamos o niumero de macréfagos e microglia
presente em 10 larvas inteiras e em 50 cabecas de larvas MO e CoMO (Figura 3.4.A).

Para identificar a populac@o de células vivas e eliminar as células mortas utilizamos a sonda de
viabilidade FVS450%%°. Nas experiéncias com amostras de larvas inteiras e com cabegas seguimos um
protocolo experimental que preserva a integridade da membrana plasméatica e obtivemos um valor
médio de taxa de morte celular de 24,9%. Curiosamente, este valor € inferior ao obtido recentemente
por Julie Mazzolini e colaboradores (26,7%)%8 utilizando um protocolo que permite isolar neurénios,

macrofagos e microglia de cérebros de larvas de peixe-zebra. Do mesmo modo, 0 nosso método de
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processamento das amostras pode vir a ser Util para isolar macr6fagos e microglia e analisar o seu
perfil de expressao génica.
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Figura 3.4. Quantificacdo do numero de macréfagos e microglia por citometria de fluxo em
peixes-zebra morfantes dialr.

(A) Representacdo esquematica da abordagem experimental. Embriées da linha transgénica Tg(mpegl.1l:
LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) foram injetados com 1 ng de morfolino dialr experimental (MO) ou controlo
(CoMO). A partir das 22 hpf e até aos 4 dpf, os morfantes foram incubados diariamente com PTU para impedir
a formacédo de pigmento. Foi realizada apenas uma experiéncia (N=1) de quantificacdo por citometria de fluxo
para grupos del0 larvas inteiras (B-C) e outra experiéncia (N=1) para grupos de 50 cabecas de larvas (D-E)
aos 4 dpf. (B) Graficos de citometria de fluxo para larvas inteiras morfantes. Foi escolhido um gate para
selecionar a populacdo de células DsRedx+ dentro do grupo de células vivas e que apresentam
autofluorescéncia verde (detetada pelo detetor do corante fluorescente Alexa Fluor 488). Verificamos existir
uma diferenca de 0,1% na percentagem de macréfagos e microglia nas larvas morfantes dialr MO em
comparacao com larvas CoMO. (C) Quantificacé@o por citometria de fluxo do nimero médio de células DsRedx+
presentes em cada larva. Observamos uma tendéncia para um menor nimero de macréfagos e microglia nas
larvas morfantes, evidente por uma reducdo em percentagem de 4,1% face ao nimero médio de células das
larvas CoMO. (D) Gréficos de citometria de fluxo para cabegas de larvas morfantes. Observamos uma redugéo
de 0,4% na percentagem de macréfagos e microglia nas cabecgas de larvas morfantes dialr MO em comparagdo
com larvas CoMO. (E) Quantificagdo por citometria de fluxo do nimero médio de células DsRedx+ presentes
em cada cabeca de larva. Observamos uma tendéncia para um menor nimero médio de macrofagos e microglia
nas cabecas de larvas MO relativamente as CoMO, traduzido numa reducéo de 5,5%.

Com a técnica de citometria de fluxo foi possivel identificar e determinar a percentagem de células
fluorescentes DsRedx+ dentro da populacdo de células vivas (FVS450-) presentes nas amostras
(Figura 3.4.B e D). As percentagens foram adquiridas automaticamente pelo software FACSDiva do

equipamento. Para obtermos uma quantificacdo absoluta utilizamos beads que permitem calcular o
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namero total de células DsRedx+ presentes na amostra. Com estes céalculos conseguimos determinar
0 nimero médio de células DsRedx+ presentes em cada larva ou em cada cabeca (Figura 3.4.C e E,
respetivamente). Em seguida com os valores médios, determinamos a diferenga na percentagem de
células da microglia nas larvas morfantes MO relativamente as CoMO (para tal assumimos o nimero
de células DsRedx+ das CoMO como 100%). Numa experiéncia inicial, quantificamos o ndmero de
macréfagos e microglia de larvas inteiras como forma de otimizar o procedimento experimental e
investigar se o bloqueio da expressao do dialr tem efeito na quantidade de células mieloides (Figura
3.4.B e C). A analise dos resultados representados na Figura 3.4.B mostra uma ligeira diferenca na
percentagem de células DsRedx+ entre os morfantes MO e os CoMO, sendo o nimero total de células
DsRedx+ 4,1% menor nas larvas MO (Figura 3.4.C). No entanto, constatamos que as amostras
controlo apresentavam um numero de células muito inferior ao esperado (dados nédo apresentados),

sugerindo que ocorreram perdas significativas de células viaveis durante o processamento das

amostras.

Seguidamente, quantificamos o niumero de células DsRedx+ presentes apenas nas cabecgas de
larvas morfantes (Figura 3.4.D e E). Pela observacéo da Figura 3.4.D constatamos que a percentagem
de células DsRedx+ nas cabecas de larvas CoMO tem o valor de 1,2%. Este valor encontra-se proximo
do descrito para a populacdo de macrdéfagos e microglia presentes na cabeca de larvas com 8 dpf
(1,56%), apresentado por um estudo recente realizado também numa linha transgénica mpeg1.1158,
Deste modo, podemos concluir que a populacdo de macréfagos e microglia analisada corresponde a
populacao real presente na cabec¢a das larvas, e que as perdas celulares foram minimas. Na Figura
3.4.D podemos ainda observar que a percentagem de células DsRedx+ nas cabecas das larvas MO é
inferior ao valor das larvas CoMO. Na quantificacdo em que utilizamos o mesmo numero de beads
como referéncia, observamos que as cabecas de larvas MO apresentam em média menos 21 células
DsRedx+, correspondente a uma diferenca de menos 5,5% em relagdo ao valor do CoMO (Figura
3.4.E). Assim, esta evidéncia aponta para um possivel papel do gene dialr no desenvolvimento dos
macréfagos e da microglia. No entanto, teremos de analisar outros replicados biol6gicos para confirmar

que as diferencas entre as larvas morfantes MO e CoMO sao estatisticamente significativas.

3.3.2. Quantificacdo da microglia de morfantes e mutantes para dialr corada com Neutral Red

As larvas de peixe-zebra séo relativamente pequenas, particularmente faceis de manipular e
transparentes, sendo extremamente adequadas para estudos genéticos e de andlise de imagens in
vivo!®®, Uma forma eficaz de identificar a microglia presente no cérebro das larvas de peixe-zebra é
utilizar a coloracdo Neutral Red (NR). Este corante vital € absorvido por endocitose e acumula-se nos
lisossomas de células altamente endociticas, marcando intensamente macréfagos e microglia’™. Para
além disto, foi descrito que este corante confere as células da microglia uma coloragdo vermelha mais
forte do que a de outros macréfagos’®113, Assim, avaliamos o nimero de células da microglia no cérebro
de larvas de peixe-zebra morfantes e mutantes para dialr recorrendo ao protocolo de coloragdo com
NR e ao software SpotNGlia. A quantificacao foi realizada em larvas morfantes MO, CoMO e WT AB,

e em larvas resultantes de um cruzamento entre peixes heterozigéticos da linha mutante del5 (WT TU,
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heterozigéticas e homozigoéticas). As larvas foram coradas com NR aos 4 dpf e visualizadas numa lupa
estereoscoOpica para a aquisicdo de imagens das suas cabecas. Em seguida, as imagens foram
processadas no software SpotNGlia com o qual se realizaram as quantificacfes da microglia (Figura
3.5.A). As larvas provenientes de cruzamentos entre peixes mutantes heterozigéticos del5 foram
genotipadas por HRM (como descrito no Capitulo 3.1), apds a aquisi¢do de imagens e quantificagcao
da microglia.

Pela observacdo da Figura 3.5.B verificamos que as larvas morfantes MO apresentam menos
células da microglia no cérebro do que as larvas injetadas com CoMO. A analise do gréfico da Figura

3.5.C mostra um namero de células da microglia significativamente inferior nas larvas morfantes MO
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Figura 3.5. Efeito da perda de funcé@o do gene dialr no nimero de células da microglia em
larvas de peixe-zebra quantificado por coloracdo Neutral Red e SpotNGlia.

(A) Representacdo esquemética da abordagem experimental. Larvas de peixe-zebra morfantes e mutantes
dialr foram coletadas aos 4 dpf e processadas para coloracdo com Neutral Red (NR). A partir das 22 hpf os
embrifes foram incubados com PTU para impedir o aparecimento de pigmento. A quantificacdo do nimero de
microglia na regido do cérebro que contem o teto 6ptico foi realizada usando software SpotNGlia (de acordo
com o protocolo de Laura Kuil e colaboradores!?®). (B) Imagens da coloragdo NR das larvas morfantes.
Morfantes foram injetados na fase de uma a duas células com 1 ng de morfolino experimental (MO) ou controlo
(CoMO). As setas pretas indicam algumas das células da microglia coradas com NR. (C) Quantificacdo da
microglia em larvas morfantes e larvas néo injetadas (WT). Cada ponto colorido representa o nimero das células
da microglia no teto 6ptico de uma larva. (D) Imagens da coloracdo NR das larvas mutantes del5 resultantes de
cruzamentos entre peixes-zebra heterozig6ticos del5. (E) Quantificagdo do nimero de microglia em larvas
mutantes dialr homozigéticos (-/-), heterozigoticos (+/-) e irmaos WT. As larvas foram genotipadas por HRM
somente apds recolha de imagem e quantificagdo. As larvas morfantes MO (D) e mutantes homozigéticas (E)
mostram uma reducdo altamente significativa no nimero de microglia NR+ em comparag&o com os respetivos
controlos. Barras de escala: 100 uym. Student’s t-test; ns, ndo significativo; ** P <0,01; ** P <0,001; **** P
<0,0001. Barras de erro, s.e.m.
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em comparagdo com o0s respetivos controlos. Nado observamos diferenca significativa no numero de
microglia entre as larvas injetadas com CoMO e as larvas WT néo injetadas, sugerindo que a reducéo
verificada com MO deve-se ao blogueio da tradugdo da proteina Dialr. As imagens da coloragdo com
NR e as quantificagBes da microglia nos mutantes dialr e irmdos WT encontram-se representadas na
Figura 3.5.D e E. As larvas homozigoticas (-/-) apresentam uma reducdo bastante significativa em
relagdo as suas irmas heterozigéticas (+/-). No entanto, quando comparadas com as suas irmas WT
(+/+) a reducao continua a ser significativa, mas num grau de significAncia menor. Tal pode dever-se
ao facto de o numero de larvas WT analisadas ser inferior ao das larvas +/- e -/-. Comparando as larvas
+/- com as suas irmas +/+ ndo observamos diferencas significativas no nimero de microglia.

Em resumo, observamos uma reducéo altamente significativa no nimero de microglia nos cérebros
de larvas morfantes MO e mutantes homozigéticas para dialr quando comparado com os respetivos

controlos. Deste modo, demonstramos que tanto o knockdown como knockout para o gene dialr

conduzem ao aparecimento de um fenétipo semelhante no nimero de células da microglia de larvas
aos 4 dpf. Assim, podemos concluir que o gene dialr parece promover a formacao da microglia durante

o desenvolvimento do peixe-zebra.

3.3.3. Andlisein vivo da microglia de morfantes para dialr por microscopia confocal

Por fim, fomos avaliar o possivel efeito do gene dialr no nimero de células da microglia presente
no teto optico do cérebro das larvas morfantes através da analise de imagens de microscopia confocal.
Para tal, utilizamos larvas morfantes da linha transgénica Tg(mpegl.1: LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP)
na qual as células da microglia (e macréfagos) expressam a proteina fluorescente DsRedx+ sob o
controlo do promotor mpegl.116%, As larvas foram recolhidas aos 4 dpf, montadas em placas com
agarose de baixo ponto de fusao e visualizadas no microscopio confocal para a analise da microglia in
vivo (Figura 3.6.A).

Para a quantificagdo do ndmero de células da microglia, fotografamos a regiao do teto éptico de
larvas injetadas com MO, CoMO e néo injetadas (WT), e analisamos as imagens utilizando o software
Imaris, de acordo com Kelda Chia e colaboradores®l. Na Figura 3.6.B encontram-se imagens
representativas das cabegas de larvas morfantes MO e CoMO com células da microglia identificadas
pela fluorescéncia da proteina DsRedx+. Como se pode ver na Figura 3.6.C, observamos uma redugao
muito significativa no nimero de microglia DsRedx+ nas larvas morfantes MO em comparag&o com as
larvas CoMO. Quando comparamos as larvas MO com as WT, a reducédo é igualmente significativa
mas num grau de significancia menor. O nuimero de células da microglia DsRedx+ ndo apresenta
diferencas significativas entre larvas CoMO e WT. Importa referir que o nimero larvas por condi¢ao é
reduzido, pelo que teremos de quantificar a microglia de mais larvas para podermos fazer uma analise
estatistica mais precisa. Ainda assim, a redu¢do muito significativa no nimero de células da microglia
DsRedx+ observada nas larvas MO refor¢a a hipétese de que o gene dialr promove o desenvolvimento

da microglia. No futuro, pretendemos realizar a mesma andlise em larvas de mutantes para dialr.
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Figura 3.6. Efeito do knockdown do gene dialr no namero de células da microglia em larvas
de peixe-zebra quantificado por andlise de imagens de microscopia confocal.

(A) Representacao esquematica da abordagem experimental. Embrides da linha transgénica Tg(mpegl.1:
LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP) foram injetados na fase de uma a duas células com 1 ng de morfolino dialr
experimental (MO) ou controlo (CoMO). A partir das 22 hpf e até aos 4 dpf, os morfantes foram incubados
diariamente com PTU para impedir o aparecimento de pigmento. A microglia das larvas foi observada num
microscopio confocal Zeiss LSM710. (B) Imagens adquiridas com a objetiva de 10x/ NA 0,30 onde se podem
observar as células da microglia DsRedx+ in vivo no cérebro de larvas morfantes com 4 dpf. As setas brancas
indicam algumas das células da microglia presentes no teto optico (linhas tracejadas). (C) Quantificacdo da
microglia presente no teto Optico de larvas morfantes e larvas néo injetadas (WT). Cada ponto colorido
representa 0 nimero de células da microglia de uma larva. As larvas MO mostram uma reducgdo bastante
significativa no numero de microglia DsRedx+ em comparagdo com larvas CoMO. Student’s t-test; ns, nédo
significativo; ** P <0,01; *** P <0,001. Barras de erro, s.e.m. (D-F) As imagens adquiridas com a objetiva de 40x/
NA 1,20 permitiram observar a morfologia da microglia presente numa regiéo do teto optico de larvas morfantes
e larvas ndo injetadas (WT). A surface criada pelo software Imaris esta representada a azul nos painéis
inferiores. (D) Imagens da microglia DsRedx+ de uma larva WT. (E) Imagens da microglia DsRedx+ in vivo de
uma larva injetada com CoMO. Numa analise preliminar, a microglia das larvas CoMO parece ndo apresentar
diferengas morfoldgicas quando comparada com microglia de larvas WT. (F) Imagens da microglia DsRedx+ de
uma larva MO. As larvas MO aparentam ter um menor nimero de células da microglia ativadas (setas brancas)
em comparagao com os respetivos controlos. Barras de escala: 100 ym em (B); 10 ym em (D-F).

De acordo com o que se encontra descrito, a morfologia da microglia é bastante dindmica durante
0 desenvolvimento, passando de uma conformacdo ameboide (1 dpf; e.g., Figura 2.3.F) para uma

altamente ramificada (aos 7 dpf), e apresentando caracteristicas intermédias de ramificacdo aos 4 dpf
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(e.g., Figura 2.3.D)140168  Para examinarmos a morfologia das células da microglia DsRedx+2°,
adquirimos imagens do teto 6ptico das larvas morfantes e WT com uma maior ampliacao (Figura 3.5.D-
F). Nas imagens dos morfantes MO encontramos células da microglia que apresentam uma morfologia
ramificada. Estas observacdes sugerem que a supressdo do gene dialr parece ndo condicionar a
maturagdo da microglia no teto optico.

A microglia ameboide foi anteriormente associada a maior mobilidade e capacidade fagocitica, em
contraste com a microglia ramificada que se fixa numa regido por longos periodos de tempo,
desenvolvendo prolongamentos dinamicos que inspecionam o ambiente envolventel®®, Observamos
preliminarmente que as larvas MO apresentam aparentemente um menor niamero de células da
microglia ameboides em comparacdo com as larvas CoMO e WT. Embora a nossa observacdo possa
sugerir que as larvas MO apresentam menos células da microglia ativas, para averiguar se a redugao

€ significativa e consistente teremos de adquirir imagens de mais larvas e analisar todo o teto 6ptico.

Assim, planeamos quantificar as fragbes de microglia ameboide e ramificada no teto 6ptico de larvas
morfantes e mutantes para verificar se existe ou ndo uma alteracdo nos estados morfologicos da
microglia.
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Capitulo 4. Discusséao

4.1. Peixes-zebra knockdown e knockout para o gene dialr apresentam fendtipos

semelhantes

Neste projeto fomos investigar o papel do gene dialr no desenvolvimento da microglia do peixe-
zebra recorrendo a duas abordagens genéticas distintas. Na primeira abordagem utilizamos morfolinos
para estudar a funcdo do dialr (Figura 3.1), por esta ser uma estratégia de knockdown relativamente
barata e mais rapida do que as estratégias de knockout!’?. Os nossos dados demonstraram que 0s
morfantes MO apresentam um fenétipo claro ao nivel do nimero de células da microglia e dos seus
progenitores, em contraste com os morfantes CoMO que ndo apresentam diferencas em relacdo aos
WT (Figura 3.5.C). Assim, podemos concluir que o fenétipo de knockdown do gene dialr parece ser
especifico. Foi proposto por Didier Stainier e colaboradores!’* que, no estudo da funcao de um gene,
os morfantes devem ser utilizados juntamente com mutantes, fornecendo assim uma abordagem
adicional e util para a compreenséo da funcdo do gene. Os autores apresentaram ainda um conjunto

atualizado de diretrizes para o uso de morfolinos em peixes-zebra baseadas nas apresentadas

anteriormente por Judith Eisen e James Smith'72. Neste sentido, os nossos estudos com morfantes
estdo de acordo com estas diretrizes, e foram complementados com o estudo de mutantes para o
mesmo gene.

A utilizaco do sistema de edicdo do genoma CRISPR-Cas9 para gerar linhas mutantes em peixe-
zebra é uma estratégia recente e cada vez mais utilizadal43. Com esta abordagem os mutantes
genéticos podem ser gerados com uma taxa de sucesso de 99% e com uma taxa média de transmissao
na linha germinativa de aproximadamente 28%173. Por esta razdo, este sistema é seis vezes mais
eficiente a gerar mutacdes em peixes-zebra quando comparado com sistemas que utilizam as
nucleases ZFN ou TALEN73, Assim, utilizamos o sistema CRISPR-Cas9 para fazer knockout do gene
dialr e geramos com sucesso duas linhas de peixes-zebra mutantes (Figura 3.2).

Recentemente, varios estudos constataram que estratégias de knockdown e de knockout para o
mesmo gene podem gerar organismos com fenétipos diferentes70.174.175_ Adicionalmente, foi observado
gue algumas linhas de peixe-zebra mutantes podem néo exibir o fenétipo esperado!”>176, Tendo em
consideragdo estas evidéncias, analisamos cuidadosamente os dados de sequenciagdo para
selecionar os mutantes que pareceriam mais capazes de conduzir a perda de funcéo do gene dialr e
consequentemente exibir um fenétipo. Uma vez que a perda do local de iniciagdo da traducédo de um
gene pode ser compensada pela ativacao de outros coddes AUG vizinhos que asseguram a tradugéo
do mRNA desse genel’177 varias linhas de peixes mutantes para dialr que satisfaziam esta situacao
foram excluidas. Selecionamos entéo duas linhas com mutacfes distintas que impedem a traducao
normal do gene dialr e estabelecemos com sucesso as linhas mutantes del5 e dell3 (Figura 3.2). A
utilizagcdo de uma segunda linha mutante permitird validar o fenétipo observado na primeira linha
mutante e nos morfantes, garantantindo assim a sua especificidade.

No decorrer deste estudo verificamos que tanto os mutantes heterozigticos como o0s

homozig6ticos da linha del5 séo viaveis, desenvolvem-se até a idade adulta e produzem descendéncia
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fértil. Quando comparamos as observaces feitas em larvas morfantes e mutantes, verificamos que a
reducdo do nimero de microglia detetada nos morfantes é recapitulada nos mutantes del5 (Figura 3.5),
0 que confirma a especificidade deste fenoétipo. Deste modo, podemos validar as duas abordagens

genéticas selecionadas para estudar a fun¢do do gene dialr.

4.2. O gene dialr parece restringir o numero de progenitores hematopoiéticos e
promover a diferenciacdo da linhagem mieloide

Comecamos por investigar a funcdo do gene dialr nos progenitores da microglia em embrides
morfantes de peixe-zebra com 19,5 hpf (21 s6mitos). Os nossos resultados de RT-gPCR demonstram
gue a expressdo dos marcadores de progenitores hematopoiéticos tall e Imo2165 ¢ significativamente
mais elevada em embrides injetados com MO (Figura 3.3.C). Assim, podemos concluir que o gene
dialr parece restringir o tamanho da populacéo de progenitores hematopoiéticos primitivos, uma vez
que, em embrides de peixe-zebra, Imo2 atua em conjunto com tall para regular a hematopoiese
primitival®>, Nesta fase do desenvolvimento, a expressdo do fator de transcricdo gatala marca as

populacbes de progenitores eritromieloides (EMPSs) localizados na ICM e o0s progenitores

hematopoiéticos definitivos (precursores das HSPCs) localizados na aorta dorsal®®9, Os nossos dados
demonstraram que a expressao de gatala também se encontra elevada quando o dialr € suprimido.
Este resultado sugere que o dialr pode também restringir o nUmero de EMPs e de progenitores
hematopoiéticos definitivos.

As 24 hpf, a expressdo de Imo2, gatala e spilb na PBI identifica as células e os progenitores da
onda hematopoiética transitéria que vao dar origem aos EMPs%. A expressao do gene dialr na PBIl as
24 hpf (Figura 1.4.A) e a expressao elevada de Imo2, gatala e spilb nos embrides morfantes MO
(Figura 3.3.C) sugerem que o gene dialr pode regular esta onda hematopoiética transitéria. Da mesma
forma, a tendéncia de expressdo mais elevada de runxl, myb e gatala nos embrides morfantes MO
sugere a existéncia de um maior nimero de progenitores hematopoiéticos definitivos localizados na
aorta dorsal. Esta observacao juntamente com o facto de dialr ser expresso na aorta dorsal as 30 hpf
(Figura 1.4.A) indicam que o gene dialr pode também ser importante para a hematopoiese definitiva.

As células progenitoras mieloides que dao origem a macréfagos e neutréfilos podem ser
identificadas pela expressdo do gene spilb’8. A tendéncia de expressdo mais elevada de spilb nos
morfantes MO (Figura 3.3.C) sugere que estes podem ter um namero ligeiramente superior de células
progenitoras mieloides. Contudo, observamos que a expressdo do marcador de macréfagos
diferenciados Icpl é significativamente mais baixa nos embrides morfantes MO (Figura 3.3.C),
sugerindo que existem menos macréfagos primitivos nestes embrides. Estas observacdes indicam que
a supressao do gene dialr pode bloquear a diferenciacao dos progenitores mieloides. Este resultado é
semelhante ao descrito por Xiangguo Shi e colaboradores num estudo em que analisaram a funcdo do
gene humano da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1-R132H) e do seu ortélogo em peixe-zebral’®, Os
autores demonstraram que embrides morfantes e mutantes para idhl nas fases de 18 e 24 hpf
apresentam um bloqueio na diferenciagdo mieloide, evidente pela expresséo elevada do spilb e baixa

expressdo dos marcadores Icpl e mpegl.1.
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No futuro, para esclarecermos o efeito do dialr na diferenciacdo mieloide, iremos utilizar as técnicas
de RT-gPCR e hibridacéo in situ de organismos inteiros (whole-mount in situ hybridization ou WISH)17°
para avaliar a expressdo de genes expressos em macréfagos primitivos, tais como mpegl.18! e
csflra’, em embrides morfantes e mutantes em fases mais avancadas do desenvolvimento. Iremos
analisar também a expressédo dos marcadores de neutréfilos mpx®” e lyz®86 a partir das 24 hpf, altura em
gue os progenitores de granuldcitos se comegam a diferenciar’. Para investigarmos o papel do dialr
na diferenciacédo dos eritrdcitos, pretendemos analisar a expresséo de marcadores de células eritroides,
tais como os genes da hemoglobina embrionaria hbae3 e hbbel.19180, Esta andlise sera feita em
embrides com 48 hpf, pois nesta fase existe jA uma grande populacdo de eritrécitos maturos no
sangue®,

A perda de funcdo de gatala ou a diminuicdo da sua capacidade de ligacdo ao DNA conduzem a
um aumento do ndmero de células mieloides positivas para Icp18%181, Estes estudos propuseram que,
para além de ser um regulador essencial do destino das células eritroides, gatala inibe a diferenciacéo
da linhagem mieloide. Neste sentido, a expressao elevada do gene gatala (Figura 3.3.C) podera estar
a reprimir a diferenciacdo dos progenitores mieloides quando a traducdo do mRNA de dialr é
blogueada, conduzindo a uma diminui¢do no nimero de células mieloides. Assim, podemos levantar a

hipotese de que o gene dialr pode promover a diferenciacdo mieloide pela via do gatala, durante do

desenvolvimento hematopoiético do peixe-zebra. Contudo, teremos de verificar esta evidéncia em
embrides morfantes e mutantes dialr em fases mais avancadas do desenvolvimento.

De um modo geral, estes resultados indicam que o gene dialr tem um papel na hematopoiese
primitiva e sugerem também um possivel papel na onda transitéria e na hematopoiese definitiva do
peixe-zebra, restringindo o numero de precursores hematopoiéticos. Duas hipéteses podem ser
propostas para explicar esta fungdo: (i) dialr pode condicionar a proliferacdo dos progenitores
hematopoiéticos, e/ou (ii) dialr pode promover a diferenciacdo das células progenitoras
hematopoiéticas. Para testar a primeira hip6tese, iremos futuramente utilizar a coloracdo 5-etinil-2’-
desoxiuridina (EdU)!82 para avaliar o efeito do knockdown do gene dialr na proliferacdo dos
progenitores hematopoiéticos. Para avaliar a segunda hipétese, iremos identificar e quantificar as
populacGes de progenitores hematopoiéticos utilizando linhas transgénicas especificas!® ou
recorrendo a técnica WISH®, A WISH permitird analisar os padrées de expressdo de marcadores
especificos para células hematopoiéticas em embrides morfantes e mutantes de diferentes estados do
desenvolvimento!84, Importa referir, que os nossos resultados de RT-qPCR traduzem a expressao de
cada um dos marcadores utilizados em todo o embrido, pelo que a utilizacdo de sondas WISH para
estes marcadores fornecera a sua localizagdo e quantificagdo em determinados tecidos, permitindo
assim confirmar as hipéteses levantadas anteriormente. Por outro lado, 0s nossos resultados indicam
que a perda da funcdo do gene dialr parece afetar o nimero dos progenitores das trés ondas
hematopoiéticas do peixe-zebra. Assim, é possivel que, para além dos macrofagos primitivos, outras
populag@es de células hematopoiéticas diferenciadas (como eritrocitos e neutrofilos) possam também
estar alteradas.

Notavelmente, os dados obtidos permitem-nos inferir que o gene dialr parece restringir o nimero

de progenitores hematopoiéticos e promover a sua diferenciacdo em células da linhagem mieloide.
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Recentemente, Giuliano Ferrero e colaboradores’” mostraram que os macréfagos primitivos dao origem
a microglia primitiva. Visto que os dados de RT-gPCR indicam que dialr promove a diferenciacéo de
células da linhagem mieloide primitiva, levantamos a hip6tese de que o gene dialr podera ter um papel

importante na ontogenia da microglia primitiva durante o desenvolvimento do peixe-zebra.

4.3. O gene dialr parece promover o desenvolvimento da microglia

Para testar a hipotese de que dialr promove a diferenciacdo da microglia, procedemos a
quantificacdo do namero de células da microglia no cérebro de larvas de peixe-zebra morfantes e
mutantes para dialr aos 4 dpf. Para tal recorremos as técnicas de citometria de fluxo e de analise de
imagens de cérebros de larvas com microglia corada com Neutral Red ou com uma proteina
fluorescente.

A técnica de citometria de fluxo permitiu-nos analisar com sucesso a popula¢do de macréfagos e
microglia presentes nas cabecas de larvas morfantes. Os nossos resultados mostraram que 0 grupo
de 50 cabecas de larvas morfantes MO apresenta uma reducéo na populacao de células DsRedx+ em

relacdo ao grupo controlo (Figura 3.4.E). Embora os resultados apresentados correspondam a uma

experiéncia Unica, podemos inferir que knockdown do gene dialr conduz a uma redug¢éo no niumero de
macréfagos e microglia. Assim, podemos concluir que o gene dialr parece promover o desenvolvimento
de macrofagos e microglia. Apesar de nos termos focado no desenvolvimento da microglia, ndo
excluimos um possivel papel do dialr no desenvolvimento dos macréfagos em geral. Efetivamente, os
nossos dados de citometria abrem caminho para uma possivel investigagdo futura ao nivel do
desenvolvimento dos macréfagos de outros tecidos.

Seguidamente, adotamos duas estratégias diferentes de marcacdo e analise do numero de
microglia presente no teto éptico de larvas aos 4 dpf. Pela andlise das imagens da coloracdo com NR
observamos uma redugdo altamente significativa no ndmero de microglia nos cérebros de larvas
morfantes e mutantes homozigéticas para dialr, quando comparados aos respetivos controlos (Figura
3.5). Convém notar que a maioria das larvas injetas com MO apresenta um menor nimero de células
da microglia do que a média relativa as larvas homozigéticas. Foi observado que os fenétipos induzidos
por morfolinos s&o frequentemente mais acentuados do que os dos mutantes correspondentes, tendo
sido propostas vérias explicacdes para estas observacdes!’l. Apos andlise detalhada de cada uma
destas explicagbes, concluimos que a resposta de compensacgdo genética (genetic compensation
response ou GCR) que ocorre em animais mutantes mas nao em morfantes!’> parece ser a explicacéo
que melhor se aplica ao nosso caso. A GCR é um novo mecanismo de robustez genética que traduz a
capacidade que o gendtipo de um organismo apresenta para minimizar os efeitos de uma mutagéo ao
nivel fenatipico (revisto recentemente por Zhipeng Ma e Jun Chen8%), Em abril de 2019, dois estudos
publicados na mesma edicdo da revista Nature desvendaram o mecanismo molecular subjacente ao
GCRI188.187 QOs autores demonstraram que a existéncia de genes compensatérios (com sequéncias
homologas ao gene mutado) e mutacdes que levem ao aparecimento de um coddo STOP prematuro
sdo necessdrias para induzir a compensacao genética'®®. De facto, a mutacdo apresentada pelos

peixes-zebra knockout para o gene dialr produz um mRNA com um coddo STOP (Figura 3.2.C), e
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pode eventualmente existir um gene compensatdério que contenha uma sequéncia homdloga ao dialr
capaz de desencadear a GCR. Adicionalmente, a existéncia de caracteristicas genéticas especificas
em peixes-zebra de diferentes backgrounds genéticos!® pode também contribuir para as diferencas
observadas, dado que os morfolinos s&o injetados em embriGes com background AB e os mutantes
tém background TU. Para avaliar esta possibilidade, poderemos injetar embrides WT TU com morfolino,
realizar a quantificacdo da microglia e verificar se o niumero destas células se aproxima dos valores
dos mutantes.

Os resultados anteriores foram reforcados pela anéalise das imagens de microscopia confocal, que
demonstrou existir um ndmero significativamente inferior de microglia no teto 6ptico das larvas MO em
relagdo as larvas CoMO (Figura 3.6). No futuro, pretendemos realizar a mesma analise em mutantes
dialr. Para tal, ja realizamos cruzamentos entre peixes homozigoticos da linha transgénica
Tg(mpegl.1:LOXP-DsRedx-LOXP-EGFP)& e peixes mutantes del5 dialr -/- para estabelecermos uma
linha transgénica heterozigotica para dialr. Com o incross desta linha iremos obter larvas WT, mutantes
homozig6ticas e heterozig6ticas para dialr que apresentardo as células da microglia (e macrofagos)
com fluorescéncia vermelha (75% da descendéncia).

Em resumo, todos os resultados de quantificacdo da microglia indicam que a perda da funcéo do

gene dialr tem como consequéncia um menor numero de células da microglia. Trés hipoteses podem

ser propostas para explicar este fendmeno: (i) a supressdo do dialr pode afetar a migracdo dos
macréfagos primitivos para cérebro; e/ou (ii) a microglia pode ter dificuldade em proliferar normalmente;
ef/ou (iii) o niumero reduzido de microglia pode ser atribuido uma menor diferenciacdo de células da
microglia a partir dos seus progenitores hematopoiéticos.

A colonizag&o do cérebro pelos precursores da microglia € um processo dinamico promovido pela
apoptose neuronal (que ocorre naturalmente durante o desenvolvimento do CNS)160.189 e pela via de
sinalizagdo IL-34-Csflra''?. Na primeira hipotese, o gene dialr podera modelar esta sinalizacéo,
promovendo a migragéo e entrada dos macréfagos primitivos no cérebro. Para avaliar esta suposi¢éo,
poderemos registar imagens in vivo ao longo do tempo (videos) de embrides transgénicos morfantes,
mutantes e WT entre as fases de 24 hpf e 32 hpfl12, Este método permitird seguir e analisar o trajeto
dos macrofagos primitivos mpegl.1-DsRedx+ desde a RBI até a cabeca do embriéo.

Na segunda hipétese, propomos que dialr pode promover a proliferacdo da microglia no cérebro
larvar. Foi descrito que o niumero de microglia aumenta a partir dos 3 dpf’>. Assim, uma estratégia que
poderemos utilizar é quantificar a microglia NR+ no teto 6ptico das larvas morfantes, mutantes e WT
com 5 dpf e determinar se o nUmero de microglia permanece baixo a semelhanca dos valores ja obtidos
aos 4 dpf. Simultaneamente, realizaremos a marcag&do com EdU e com anticorpo anti-Lcpl em larvas
mutantes e WT aos 4 dpf (tal como descrito por Laura Kuil e colaboradores!®). Em seguida,
determinaremos a fracdo de microglia EdU+ e verificaremos se a perda do dialr altera a fracdo
proliferativa da microglia.

Finalmente, a terceira hipotese parece-nos ser a explicagdo mais provavel, dado que é apoiada
pelos nossos dados de RT-gPCR que sugerem existir um menor nimero de células mieloides
precursoras da microglia em embriées morfantes com 19,5 hpf. Deste modo, dialr podera promover a

diferenciagdo dos progenitores da linhagem mieloide em macréfagos primitivos durante a
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hematopoiese primitiva, assegurando assim a colonizacdo do cérebro larvar do peixe-zebra pelo
namero correto de células da microglia. Para testar esta hipoétese poderemos quantificar o nimero de
macrofagos primitivos observados em imagens de microscopia confocal do saco vitelino e da regido da
cabeca de embrides morfantes, mutantes e WT com background mpegl.1-DsRedx+1? nas fases de 24
hpf, 30 hpf e 2 dpf (tal como descrito antiriormente!'2113) e analisar todos os macréfagos por citometria
de fluxo (como descrito por Julie Mazzolini e colaboradores'®®). Este estudo sera complementado com
os futuros dados da analise por RT-gPCR e WISH da expressdo de marcadores especificos de
macréfago primitivos, referida anteriormente (Capitulo 4.2).

Neste projeto, avaliamos o efeito da perda de funcdo do gene dialr no desenvolvimento da
microglia primitiva do peixe-zebra. As primeiras células da microglia embrionaria e larvar tém origem
em macrofagos primitivos e formam-se a partir dos 3 dpf, enquanto que a microglia definitiva comeca
a surgir por volta dos 15 dpf’”. Esta microglia definitiva tem origem em HSPCs e é regulada pelos
fatores runx1l e myb’677. Os nossos resultados de RT-gPCR demonstram que a expressao destes
genes esta alterada nos embrides morfantes MO com 19,5 hpf (Figura 3.3.C), sugerindo que o gene
dialr podera ter também um efeito sobre a populacdo de HSPCs. Neste sentido, podemos levantar a
hip6tese de que, da mesma forma que promove o desenvolvimento da microglia primitiva, o gene dialr

pode ter também um papel na formagédo da microglia definitiva do peixe adulto. Para estudar esta

possibilidade poderemos quantificar e determinar a densidade da microglia definitiva presente no
cérebro de mutantes para dialr e WT aos 21, 28, 40 e 50 dpf, tal como descrito em estudos

recentes16.190,

4.4. Modelo hipotético do papel do gene dialr na ontogenia da microglia com

possivel impacto neuronal e comportamental

A microglia desempenha fungBes essenciais no desenvolvimento e homeostasia do SNC,
interagindo permanentemente com o0s outros tipos de células para fornecer suporte e regular a
formagéo dos circuitos neuronais (revisto recentemente®46). Alteragées no nimero da microglia durante
o desenvolvimento podem conduzir a alteracdes nestas fungdes (revisto por Rosa Paolicelli e Maria
Ferretti’®l). Com este estudo descobrimos que a perda de fungdo do gene dialr leva a formagéo de um
menor numero de células da microglia. Assim, de forma intrigante surge a seguinte questao: que efeitos
pode esta reducdo de microglia causar no desenvolvimento do cérebro da larva do peixe-zebra? Varios
estudos demonstraram que a deplecdo genética ou farmacolégica da microglia durante o
desenvolvimento conduz a mudancgas consideraveis na fungéo sinaptica e na formacao dos circuitos
cerebrais (revisto por Rosa Paolicelli e Maria Ferretti'®). Uma abordagem farmacologica bastante
comum para reduzir a microglia no cérebro € o tratamento com lipossomas de clodronato, o qual é
absorvido especificamente pelos macréfagos e pela microglia por fagocitose e causa a sua morte192.193,
Foi descrito que eliminacdo da microglia do cértex cerebral fetal com este tratamento aumenta
significativamente o nUmero de células precursoras neuronais, demonstrando assim um papel
importante da microglia na neurogénese!®. Este numero elevado de percursores pode traduzir-se na

formacgédo de mais neurdnios. De facto, observou-se um excesso de neurdnios no cortex pré-frontal de
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criangcas com autismo, o qual estd associado a um crescimento excessivo do cérebro nestes
pacientes9%1%, O excesso de neurdnios pode dever-se também a uma reducdo da apoptose neuronal
e da fagocitose de neurdnios apoptoticos pela microglia (revisto por Morgane Thion e Sonia Garel*?).
De facto, foi observado que a deple¢do da microglia pode traduzir-se numa reducdo da apoptose
neuronal durante o desenvolvimento!%7.198, Neste sentido, podemos pressupor que uma redugao no
namero de células da microglia pode conduzir a um excesso de neurénios como consequéncia de um
aumento da neurogénese e/ou uma reducado da apoptose neuronal.

Para além dos modelos farmacolégicos de deplecdo da microglia, os efeitos desta deplecdo podem
ser também estudados em modelos animais com mutacdes genéticas. Por exemplo, os ratinhos
mutantes para o gene Cx3crl apresentam uma redugdo na microglia e consequentemente um défice
na poda sinaptica®®. Foi também demonstrado que esta disfun¢do na poda sinaptica esta associada a
défices na interagcdo social e ao aumento de comportamentos repetitivos, previamente associados a
PEA>°. Para além disso, foi observado que pacientes com autismo apresentam uma reducédo da
proteina TREM2 expressada pela microglia, o que pode refletir a existéncia de um menor ndmero
destas células®l. Em concordancia, os ratinhos mutantes para o gene Trem2 apresentam uma redugéo

no ndmero de microglia no hipocampo, acompanhada por defeitos na eliminacdo de sinapses pela

microglia e exibicdo de comportamentos repetitivos e sociabilidade alterada’!. Notavelmente,
Alexandria Hughes e Bruce Appel observaram que a deplecdo da microglia no cérebro de larvas de
peixe-zebra com 4 dpf conduz a um excesso de bainhas de mielina (normalmente fagocitadas pela
microglia)®4, um fenédmeno recentemente descrito como envolvimento ectépico dos corpos celulares
neuronais'®®. Curiosamente, a hipermielinizacéo foi também recentemente identificada em pacientes
com autismo®?,

Recentemente, foi descrito que um paciente de 10 meses de idade com uma mutacgéo letal no gene
CSF1R, um recetor necessario para a sobrevivéncia da microglia, apresentava uma auséncia quase
completa de microglia no cérebro e exibia varias anomalias cerebrais estruturais, incluindo agénese do
corpo caloso?®. Os autores analisaram um modelo de peixe-zebra com perda da funcdo do gene csfir
e descobriram que os cérebros de larvas e adultos também n&o tinham microglia e apresentavam niveis
reduzidos de CUX1, um fator de transcricdo neuronal. Consistentemente, 0os neurénios CUX1+, que
projetam os seus ax0nios no corpo caloso, foram também detetados em menor nimero em sec¢des do
cérebro humano de pacientes com muta¢cdes em homozigotia no gene CSF1R. Com estes dados, 0s
autores propuseram que a deficiéncia na microglia pode contribuir para a agénese do corpo caloso por
meio da redugdo do nimero de neurénios CUX1+2%0,

Em resumo, estes estudos em peixe-zebra, ratinho e humano revelaram que a manutencdo do
numero da microglia € importante para o normal desenvolvimento do cérebro e que a reducao destas
células pode provocar alteragdes neuronais ndo s6 no embrido, mas também ao longo da vida do
individuo adulto. Assim, podemos levantar a hipétese de que a reducdo do nimero das células da
microglia resultante da perda da funcdo do gene dialr pode conduzir a algumas das alteracBes
neuronais anteriormente referidas.

Dado o papel da microglia no desenvolvimento neuronal e a sua implicacdo em PEA, levanta-se

também a seguinte questdo: serd que a perda da fungdo do gene dialr pode conduzir a alterages no
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comportamento social do peixe-zebra? Na verdade, o gene DIA1R humano foi recentemente implicado
em PEA e DILX'22, Este gene encontra-se apenas em animais vertebrados e, curiosamente, esta
ausente em peixes com estilo de vida solitario, mas esta presente em peixes que vivem em cardumes,
o0 que reforga a sua relevancia para a etiologia das PEA?4, Para além disso, foi proposto que qualquer
gene que altere o nimero e/ou a ativagcdo da microglia in Utero pode afetar profundamente o
neurodesenvolvimento e conduzir a alteragdes no comportamento!®*. Portanto, a auséncia do gene
dialr, caso provoque alterac6es neuronais, pode conduzir a alteracfes no comportamento social de
peixes-zebras mutantes.

Considerando os nossos resultados e as evidéncias recentemente apresentadas sobre as funcdes
da microglia durante o neurodesenvolvimento, propomos um modelo hipotético para o papel da proteina
Dialr no peixe-zebra, representado na Figura 4.1. Como observamos anteriormente, o gene dialr é
expresso nos progenitores hematopoiéticos da microglia (Figura 1.4). Assim, podemos formular a
hip6tese de que Dialr promove a diferencia¢@o da linhagem mieloide durante o desenvolvimento do
peixe-zebra, potenciando assim a ontogenia da microglia primitiva. Neste sentido, tendo em conta as
funcdes da microglia no desenvolvimento do cérebro, ao regular o nimero de células da microglia,

Dialr pode ter um papel no neurodesenvolvimento e, consequentemente, no comportamento social do

individuo. Assim, mutagdes que afetem a funcdo do gene dialr podem conduzir a redu¢do do nimero
de células da microglia que resultam na ocorréncia de altera¢cdes neuronais, tais como o aumento de
progenitores neuronais, a diminuicdo da poda sinaptica e o excesso de bainhas de mielina. Por sua
vez, estas alteracfes podem ser suficientes para provocar altera¢cdes no comportamento social do

individuo.
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Figura4.1. Modelo hipotético do papel de Dialr naontogenia da microglia e potencial impacto
no desenvolvimento neuronal e no comportamento.

Os resultados da nossa investigacdo demonstraram que o gene dialr é expresso nos progenitores
hematopoiéticos e parece regular a diferenciacdo destes progenitores em células da microglia durante o
desenvolvimento embrionario do peixe-zebra. O nosso modelo sugere que, ao controlar o nimero de células da
microglia, Dialr pode promover o normal desenvolvimento e funcionamento do cérebro, com consequente
impacto no comportamento social do individuo.
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4.5. Perspetivas futuras e consideracgdes finais

Futuramente, planeamos realizar véarios ensaios para validar o nosso modelo e aumentar o
conhecimento sobre a funcéo do gene dialr. Como primeira prioridade, iremos avaliar se a diferenca
observada no nimero de células da microglia entre as larvas knockdown e knockout para o dialr e os
respetivos controlos é mantida ou alterada em fases posteriores do desenvolvimento do peixe-zebra.
Por exemplo, é possivel que exista uma compensacdo apds os 4 dpf devido a um aumento da
proliferacdo da microglia existente ou colonizacdo do cérebro por novos progenitores, tal como
observado em larvas mutantes para o gene IL-34113, A segunda prioridade sera avaliar o papel do gene
dialr na formacao da microglia definitiva, dado que o gene dialr é expresso nas HSPCs, as células
progenitoras da microglia adulta no peixe-zebra’. Para tal, iremos quantificar as células da microglia
em cérebros de peixes-zebra juvenis mutantes e WT.

Seguidamente, pretendemos avaliar o papel da proteina Dialr no neurodesenvolvimento e no
comportamento das larvas de peixe-zebra. Para tal, iremos analisar possiveis fenétipos
neuroanatomicos de mutantes para o dialr que podem resultar da reducdo no nimero de células da

microglia. Simultaneamente, iremos utilizar outros modelos de deple¢do da microglia em peixe-zebra,

tais como larvas tratadas com clodronato (descrito por Rodrigo Morales e Miguel Allende?®?) e o larvas
mutantes para o gene csflra’, um regulador da colonizagdo da microglia no cérebro'!?, Dos estudos
que estamos a planear realizar, destacam-se a quantificagdo da apoptose e da proliferacdo neuronal
por serem dois eventos regulados pela microglia durante o neurodesenvolvimento (Figura 1.1). Estas
guantificacdes serdo realizadas a partir da analise de imagens de microscopia confocal de cérebros de
larvas com coloracdo de TUNEL e imunofluorescéncia para a fosfo-histona H3, respetivamente (como
descrito recentemente por Noémie Hamilton e colaboradores?®?). Para além disso, em modelos de
deplecdo da microglia em peixe-zebra foram descritos defeitos nas populacdes de neurdnios
excitatorios (glutamatérgicos) e inibitérios (GABAérgicos)*42%3, Assim, iremos analisar a neuroanatomia
do cérebro de larvas transgénicas de peixe-zebra nas quais cada uma destas popula¢cdes de neurénios
se encontra marcadas com fluorescéncia, e que serédo tratadas com clodronato ou combinadas com os
mutantes para dialr e csfrla. Os resultados destas experiéncias contribuiréo para a interpretacdo de
possiveis fenétipos comportamentais observados em futuros estudos de comportamento.
Nomeadamente, pretendemos avaliar se a proteina Dialr é importante para o desenvolvimento de
comportamentos sociais no peixe-zebra, uma caracteristica que se apresenta diminuida nas PEA®C e
em modelos de autismo em peixe-zebral??2%4, Tendo em consideracéo que o gene DIALR foi associado
a PEA e DILX em humanos?2123 esperamos observar fenétipos comportamentais em larvas mutantes
dialr semelhantes aos encontrados nestes distirbios, tais como uma redugdo na interagao social.
Alguns dos possiveis ensaios sédo a analise do comportamento de cardume e testes de preferéncia
social, tal como foram sugeridos anteriormente para o estudo de comportamentos associados as PEA
no modelo de peixe-zebra (revisto por Victoria Rea e Terence Raay!??). Iremos também investigar a
reproducéo destes fenétipos em larvas tratadas com clodronato e mutantes para csfrla, enfatizando
assim a importancia da microglia no desenvolvimento e fung&o do cérebro (revisto por Rosa Paolicelli

e Maria Ferrettil®?).
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45| Perspetivas futuras e considerag¢des finais

Neste projeto, descobrimos que uma das funcbes do gene dialr do peixe-zebra é regular o
desenvolvimento da microglia. Dada a elevada similaridade com o gene DIA1R humano (55,85% dados
da base de dados Genecards; https://www.genecards.org) e a forte semelhanca entre as células da
microglia das duas espécies'??, é possivel que o DIALIR humano promova também a formacéo da
microglia durante o desenvolvimento. Tendo em conta a potencial implicagdo da microglia na etiologia
do autismo?®, levantamos a hip6tese de que o papel do DIALR na ontogenia da microglia pode estar na
base da sua associacdo a PEA e DILX.

Estudos recentes sugerem que a maior prevaléncia das PEA nos homens pode ser explicada por
diferencas entre os sexos na formacao da microglia (revisto por Margaret McCarthy e Christopher
Wright?%%). Foi também demonstrado que o nimero e a funcéo da microglia diferem entre machos e
fémeas (revisto recentemente por Evan Bordt e colaboradores?°¢). Uma vez que o gene DIA1R humano
se localiza no cromossoma X e escapa a inativagao'?2128, podemos pressupor que diferentes niveis de
expressdo do DIALR entre mulheres e homens podem contribuir para o aparecimento de diferencas
entre os sexos no desenvolvimento da microglia. Esta hipétese sera investigada utilizando linhas de
células estaminais pluripotentes induzidas (hiPSCs) humanas de dadores saudaveis do sexo feminino

e masculino que seréo diferenciadas em microglia. Para tal, iremos estabelecer clones mutantes para

0 gene DIALR gerados com sistema de edicdo do genoma CRISPR-Cas9, e comparar o potencial de
diferenciagdo em microglia e o transcriptoma de clones de células femininas e masculinas?’’. Esta
investigacao permitira revelar grupos especificos de genes que podem regular a ontogenia da microglia
a jusante de DIALR.

De um modo geral, as evidéncias que aqui descrevemos contribuem para aumentar o
conhecimento existente sobre o gene DIALR, apresentando este gene como um novo regulador do
desenvolvimento da microglia. Para além disso, esta investigacdo pode ajudar a esclarecer o papel
etiolégico da microglia nas PEA. Nos Ultimos anos, a microglia tem sido considerada como um novo
alvo bastante promissor para o tratamento das PEA. Estudos recentes demonstraram que potenciais
terapias baseadas na administracdo de imunomoduladores podem modificar as fun¢des da microglia e
melhorar os fenétipos comportamentais associados as PEA (tais como hiperatividade, comportamentos
repetitivos e defeitos na comunicagdo social)®2%. Embora muitas dessas novas opcdes de tratamento
parecam ser promissoras e esperancosas, 0S seus mecanismos de acdo ndo sdo ainda totalmente
conhecidos. Semelhantemente, o papel da proteina DIA1R na ontogenia da microglia e a sua possivel
contribuicdo para o processo do neurodesenvolvimento sdo potenciais alvos para futuras terapias
aplicadas ao tratamento das PEA e DILX. Por outro lado, caso apresentem comportamentos
semelhantes aos de pacientes com autismo, 0S nossos peixes-zebra mutantes para dialr poder&o vir
a ser utilizados como modelo para a descoberta de novos farmacos com potencial terapéutico para o

tratamento das PEA.
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Capitulo 5. Concluséo

Neste projeto, investigamos o papel do gene dialr no desenvolvimento da microglia do peixe-zebra.
Para tal, desenvolvemos com sucesso peixes-zebra morfantes e mutantes para o gene dialr. A andlise
da expressdo de marcadores hematopoiéticos em peixes morfantes sugere que o gene dialr
desempenha um papel importante no desenvolvimento hematopoiético do embrido de peixe-zebra. Em
particular, dialr parece restringir o nimero de progenitores hematopoiéticos e promover a diferenciacéo
da linhagem mieloide que da origem a microglia primitiva. Esta hip6tese foi confirmada pelos nossos
resultados de quantificacdo da microglia que demonstram que a perda de funcéo do gene dialr tem
como consequéncia um menor nimero de células da microglia no cérebro das larvas de peixe-zebra.
Esta observacédo sugere que o DIA1R promove o desenvolvimento da microglia, papel que pode estar
subjacente a sua implicagdo nas PEA e DILX. No futuro, este conhecimento podera ajudar a esclarecer
0 papel etiologico da disfuncdo da microglia nos distdrbios do neurodesenvolvimento e tornar-se
instrumental para o tratamento de subtipos de PEA mediados pela microglia.
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Anexo. Artigo Cientifico

Contribuicao para o artigo cientifico “A Bird’s Eye View on the Origin of Aortic

Hemogenic Endothelial Cells”

No inicio deste projeto de tese, surgiu a oportunidade de contribuir para a finalizagcdo de um projeto
adicional em embrides de galinha, centrado na origem embrionaria das células endoteliais
hemogénicas da aorta dorsal. Durante o desenvolvimento hematopoiético, o endotélio hemogénico da
aorta dorsal é considerado o principal local de producdo das HSPCs definitivas. Contudo apesar de
mais de 40 anos de investigacdo, ainda existe um debate cientifico intenso sobre a origem
intraembrionaria vs. extraembrionaria das células endoteliais hemogénicas e das HSPCs. O
conhecimento do processo de desenvolvimento destas células é particularmente relevante para a
otimizacdo de protocolos de producéo de células estaminais hematopoiéticas em cultura para terapia
celular. A nossa investigagdo demonstrou que uma subpopulacdo destas células endoteliais
hemogénicas €& derivada de hemangioblastos, o0s precursores das ilhotas sanguineas
extraembrionarias, conduzindo assim a uma nova perspetiva sobre a origem embrionaria do sangue.

A minha principal contribuicdo para elaborac@o deste artigo cientifico centrou-se na escrita e
revisdo do manuscrito. Assim, foi com enorme alegria que no passado dia 17 de novembro de 2020
vimos ser publicado o nosso artigo de perspetiva na revista “Frontiers in Cell and Developmental
Biology”. Este trabalho foi destacado nas redes sociais da NMS, do CEDOC e da COLife e divulgado
na seccgao “Article at a Glance” da pagina oficial do CEDOC, com o titulo “Research coming out of the
shell: What is the embryonic origin of blood stem cells?” (http://cedoc.unl.pt/solutions-view/a-jacinto-lab-
research-coming-out-of-the-shell-what-is-the-embryonic-origin-of-blood-stem-cells/).

Uma vez que a minha contribuicdo para este artigo ndo envolveu a realizacdo das experiéncias
laboratoriais que o acompanham, decidimos nao incluir estes dados no Capitulo 3. Resultados da
presente dissertacdo de mestrado. Contudo, referenciamos este nosso artigo como referéncia
bibliografica nimero 99 nos Capitulos 1.3 e 1.4, e consideramos ser oportuno apresentar este texto
explicativo da minha contribuicdo e anexar o artigo cientifico a dissertacdo. Em seguida sé&o

apresentados a respetiva referéncia bibliografica e o artigo cientifico.

Seco, P., Martins, G. G., Jacinto, A. & Tavares, A. T. A Bird’s Eye View on the Origin of Aortic
Hemogenic Endothelial Cells. Front. Cell Dev. Biol. 8, 1-8 (2020).
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During early embryogenesis, the hemogenic endothelium of the developing dorsal
aorta is the main source of definitive hematopoietic stem cells (HSCs), which will
generate all blood cell lineages of the adult organism. The hemogenic endothelial
cells (HECs) of the dorsal aorta are known to arise from the splanchnic lateral plate
mesoderm. However, the specific cell lineages and developmental paths that give rise
to aortic HECs are still unclear. Over the past half a century, the scientific debate
on the origin of aortic HECs and HSCs has largely focused on two potential and
apparently alternative birthplaces, the extraembryonic yolk sac blood islands and the
intraembryonic splanchnic mesoderm. However, as we argue, both yolk sac blood
islands and aortic HECs may have a common hemangioblastic origin. Further insight
into aortic HEC development is being gained from fate-mapping studies that address
the identity of progenitor cell lineages, rather than their physical location within the
developing embryo. In this perspective article, we discuss the current knowledge on
the origin of aortic HECs with a particular focus on the evidence provided by studies in
the avian embryo, a model that pioneered the field of developmental hematopoiesis.

i

ic endothelium, hemangi dorsal aorta, yolk sac, avian embryo, lineage-tracing

Keywords: h g

INTRODUCTION

Hemogenic endothelial cells (HECs) are specialized vascular endothelial cells with the potential to
give rise to hematopoietic stem/progenitor cells (HSPC) during vertebrate embryogenesis (Jaffredo
etal., 1998; Zovein et al., 2008; Gritz and Hirschi, 2016). During this differentiation process, known
as endothelial-to-hematopoietic transition (EHT), HECs gradually round up, separate from their
neighboring cells and bud off from the endothelium (Eilken et al., 2009; Lancrin et al., 2009;
Bertrand et al., 2010; Boisset et al., 2010; Kissa and Herbomel, 2010; Lam et al., 2010; Ottersbach,
2019; Figure 1A). Depending on developmental stage and location, HECs differentiate into HSPC
populations with different hematopoietic potential. In mammalian and avian embryos, the first
HECs are observed in the yolk sac blood islands and give rise to erythro-myeloid progenitors
(EMPs) (Li et al, 2005; McGrath et al., 2015; Frame et al., 2016) and lymphoid progenitors
(Yoshimoto et al., 2011, 2012). In addition, HECs located in the endocardium only generate EMPs
(Nakano et al., 2013), whereas those in the head arteries and vitelline/umbilical arteries generate
both EMPs and definitive hematopoietic stem cells (HSCs), the founders of adult hematopoietic
cells (De Bruijn et al., 2000; Zovein et al., 2010; Li et al., 2012). Yet, HSC-producing HECs reside
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mainly in the ventral wall of the dorsal aorta in all vertebrate
embryos studied to date (Medvinsky and Dzierzak, 1996; Jaffredo
et al., 1998; Ciau-Uitz et al., 2000; Oberlin et al., 2002; Zovein
et al,, 2008; Bertrand et al., 2010). Recent studies suggest that
aortic HECs retain a dual potential for differentiation into
endothelial or hematopoietic cells (Hou et al., 2020), which may
be driven toward a hemogenic fate by local cues that promote
their detachment from the endothelium and cell cycle re-entry
(Yue et al., 2012; Zhang et al., 2014; Canu et al., 2020).

In contrast to their clear developmental fate, the origin
of aortic HECs and HSCs remains a matter of active debate.
The enduring question is whether aortic HECs arise from
extraembryonic yolk sac-derived progenitors that migrate into
the developing aorta or from local intraembryonic progenitors,
with experimental evidence supporting both possibilities
(reviewed in Medvinsky et al.,, 2011; Wittamer and Bertrand,
2020). The seemingly contradictory results may be explained by
the use of different models, time frames and methods. Namely,
the evaluation of HSC differentiation potential in in vitro culture
and transplantation assays was used to verify the presence of
HSC precursor cells in different embryonic tissues. Data from
these studies mostly support an intraembryonic origin for
aortic HECs (Medvinsky and Dzierzak, 1996; Cumano et al.,
2001; Yvernogeau and Robin, 2017). However, differentiation
potentials may not reflect the original developmental fate of
the explanted cell populations, which is largely influenced
by their natural microenvironment and commitment status.
Alternatively, the origin of aortic HECs has been more accurately
investigated using fate-mapping and live imaging methods.
In particular, lineage-tracing experiments using tamoxifen-
inducible mouse models have indicated that yolk sac-derived
cells migrate into the embryo and give rise to aortic HECs
(Samokhvalov et al., 2007; Tanaka et al., 2014). However,
conclusions from these studies may be compromised by the
persistence of tamoxifen in the system and consequent labeling
of intraembryonic cells (Senserrich et al., 2018). In addition
to mouse models, fate-mapping studies in avian embryos have
also greatly contributed to the discussion. For more than a
century, observations in avian embryo models have led to
major fundamental discoveries in the field of hematopoietic
development (Le Douarin and Dieterlen-Liévre, 2013; Jaffredo
and Yvernogeau, 2014). After a brief description of yolk
sac and dorsal aorta development, this perspective article
will review and discuss the experimental evidence in chick
and quail embryos that provided key insight into the origin
of aortic HECs and vastly enriched our understanding of
hematopoietic development.

YOLK SAC AND DORSAL AORTA
DEVELOPMENT IN THE AVIAN EMBRYO

To better interpret the evidence supporting each of the two
proposed sites of origin of aortic HECs, the yolk sac blood
islands (extraembryonic) and the prospective ventral dorsal
aorta (intraembryonic), it is important to understand when
and how these tissues develop. Both the yolk sac blood islands
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and the ventral endothelium of the dorsal aorta derive from
the splanchnic lateral plate mesoderm, which, together with
the endoderm, forms the splanchnopleure (Prummel et al,
2020). During gastrulation, these mesodermal cells arise from
median-posterior sections of the primitive streak, with the
posterior region giving rise to more lateral (extraembryonic)
tissues (Psychoyos and Stern, 1996). In addition to their
common mesodermal origin, the developmental paths of the
yolk sac and dorsal aorta are closely coordinated in time and
space, thus ensuring the proper establishment of embryonic
blood circulation.

The yolk sac blood islands give rise to the extraembryonic
vascular network and to the first hematopoietic cells of
the developing embryo (Sabin, 1920). These structures are
formed by a subpopulation of mesodermal-derived cells known
as hemangioblasts, the precursors of both endothelial and
hematopoietic cell lineages (Sabin, 1920; Murray, 1932). In the
chick embryo, hemangioblasts arise in the yolk sac at Hamburger
and Hamilton (HH) stage 5-6 (Hamburger and Hamilton, 1992),
where they aggregate into blood islands at stage HH7-8 and start
to differentiate into endothelial and hematopoietic cells at stage
HH9-10 (Nagai et al., 2018). It is currently thought that these
hematopoietic cells originate from two types of hemangioblast-
derived progenitors: primitive hematopoietic cells derive from
hemogenic angioblasts, whereas EMPs derive from hemogenic
endothelial cells (Lacaud and Kouskoff, 2017). Proximal blood
islands differentiate only into endothelial cells that will form
a connecting network between the extraembryonic vasculature
and the intraembryonic vascular plexus (Coffin and Poole, 1988;
Nagai et al., 2018). At stages HH9 to HH11, this vascular plexus
is contiguous with the developing endocardium (anterior region)
and dorsal aorta (posterior region) and will later give rise the
vitelline veins and arteries (le Noble et al., 2004).

The dorsal aorta is not only the first and largest
intraembryonic blood vessel, but also an important site of
secondary hematopoiesis (reviewed in Medvinsky et al., 2011).
In avian embryos, paired dorsal aortae arise at stage HHS as
bilateral longitudinal cords of endothelial precursor cells (or
angioblasts), which are derived from the splanchnic mesoderm
(Poole and Coffin, 1989; Pardanaud et al., 1996). At stage HH9,
angioblasts start to coalesce and remodel into two endothelial
vessels. A few hours later (stage HH10), the two vessels move
toward the ventral midline, where they will fuse into a single
tube (stage HH13) (Pardanaud et al., 1987; Coffin and Poole,
1988). During these stages, somite-derived endothelial cells are
integrated into the dorsal region (roof) of the dorsal aorta and
gradually displace the splanchnic mesoderm-derived endothelial
cells to the ventral region (floor), which is where HECs arise
(Pardanaud et al., 1996; Jaffredo et al., 2013). In the caudal
region of the embryo, the dorsal aorta elongates posteriorly and
becomes attached to the intraembryonic vascular plexus, thus
forming a connection with the extraembryonic vascular network
(Pardanaud et al.,, 1987; Coffin and Poole, 1988). Circulating
blood cells can be seen in the dorsal aorta by stage HH12 (early
day 2 of development), shortly after heartbeat onset at stage
HH10-11 (Hogers et al., 1995). From then on, blood circulation
between the yolk sac and the embryo body is established, which
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FIGURE 1 | Hemangioblasts give rise to aortic hemogenic endothelial cells in the chick embryo. (A) lllustration of the central region of a stage HH11 chick embryo
(ventral side up) highlighting the paired dorsal aortae (orange) and the hemogenic endothelial cells (HECs; green) localized in the aortic floor that differentiate into
hematopoietic stem/progenitor cells via an endothelial-to-hematopoietic transition (EHT). (B-E) Hb-Cre and pCAGG-LoxP-mCherry-LoxP-GFP plasmids were used
to analyze the progeny of chick hemangioblasts. Chick embryos were electroporated ex ovo at stage HH3 using an Intracel TSS20 electroporator, incubated until
stage HH13 in New culture (New, 1955) or until stage HH16 in MC culture (Nagai et al., 2011), and imaged either as whole mounts using a Zeiss SteREO Lumar
stereomicroscope (B) and a Prairie Multiphoton system (C), or in immunolabeled cryosections using a Zeiss LSM710 confocal microscope (D,E). (B) While mCherry
(mCh) is ubiquitously expressed in all electroporated cells, GFP expression is specifically detected in hemangioblasts and their progeny. mCh expression in GFP+
cells may result from the presence of unrecombined copies of the reporter construct and/or persistent mCh transcripts and protein. At stage HH6 (n = 36; top),
GFP+ hemangioblasts are found in both the yolk sac (ys) and the intraembryonic region (arrowhead; dashed yellow line outlines the embryo). At stage HH11 (n = 52;
bottom), GFP+ hemangioblast-derived cells are found in the yolk sac (ys), head region (h), endocardium (endoc), intraembryonic vascular plexus (vp) and dorsal aorta
(arrowheads). (C) Time-lapse images of electroporated HH11-12 chick embryo showing the dynamics of GFP+ hemangioblast-derived cells in the dorsal aorta
endothelium (7 = 3; see Video S1 and legend). During the imaging period (168 min), two GFP+ HECs undergo EHT (arrowheads), whereas other GFP+ cells remain
as endothelial cells (arrows). (D,E) Transverse sections through the dorsal aortae of electroporated chick embryos immunolabeled with primary antibodies against
GFP (Roche, 11814460001; Invitrogen, A11122; green), VEGFR2 (gift from Anne Eichmann; Eichmann et al., 1997; n = 5; D; HH13; white) or Runx1 (Abcam,
ab92336; n = 6; E; HH16; white), and secondary antibodies with Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11001 and A11008) or Alexa Fluor 647 {(Jackson ImmunoResearch,
715-605-151 and 711-605-152). Cell nuclei were labeled with DAPI (Sigma-Aldrich; blue). Electroporated cells are identified by mCh fluorescence (red). (D) GFP+
cells co-express VEGFR2, a marker of endothelial cells, and exhibit either a HEC morphology (arrowhead) or a typical endothelial cell shape (arrow). (E) Prior to
emergence from the aortic floor, a GFP+ cell can be identified as a HEC by Runx1 expression (arrowhead), a marker of endothelial cells with hemogenic potential. BF,

brightfield; n, number of embryos.

makes it impossible to determine if aortic HECs that may arise
hereafter have an extra- or intraembryonic origin.

TRACING THE ORIGIN OF AVIAN
AORTIC HECs

Since aortic HECs arise prior to the establishment of circulation,
their progenitor cells are thought to either migrate into
the presumptive ventral aorta region from the adjacent
yolk sac (extraembryonic origin) or develop in situ within
the presumptive dorsal aorta region (intraembryonic origin)
(Medvinsky et al., 2011; Wittamer and Bertrand, 2020). Both
hypotheses have gathered support over the years from fate-
mapping studies using classical grafting techniques as well
as more recent genetic and time-lapse imaging methods in
electroporated or transgenic avian embryos.

Early experimental studies addressed the origin of definitive
HSCs before the identification of aortic HECs as their progenitor
cells (Cormier and Dieterlen-Lievre, 1988; Jaffredo et al., 1998).
The colonization of developing hematopoietic organs by yolk sac-
derived HSCs was initially suggested by studies using parabiotic
chick embryos (Moore and Owen, 1965). Yet, these experiments
evaluated only the contribution of circulating cells (at 6-8 days
of development), suggesting that embryo-derived HSCs might
be already present in the yolk sac. The intraembryonic origin
of HSCs was originally proposed in a series of classical grafting
studies using avian yolk sac chimeras (reviewed in Jaffredo and
Yvernogeau, 2014). The first experimental evidence came from
analyzing chimeras of quail embryo bodies grafted onto chick
yolk sacs before circulation is established. In most chimeras,
the dorsal aorta (Dieterlen-Liévre and Martin, 1981), spleen
and thymus (Dieterlen-Liévre, 1975) contained exclusively quail
cells, thus indicating that the adult hematopoietic system was
derived from the embryo proper and not from the yolk sac.
The same conclusion was reached in studies of homospecific
yolk sac chimeras from different-sex or allogeneic chick embryos
(Lassila et al., 1978, 1982; Martin et al., 1978; Beaupain et al.,
1979). Nonetheless, since the earliest stage of grafting was HH9
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(Dieterlen-Lievre, 1975; Lassila et al., 1978; Beaupain et al., 1979;
Dieterlen-Lievre and Martin, 1981), the possibility exists that yolk
sac-derived angioblasts (or hemangioblasts) have colonized the
presumptive dorsal aorta region before this stage.

The hypothesis that hemangioblasts give rise to aortic
endothelial cells is supported by evidence showing that
dorsal aorta-forming angioblasts express the hemangioblast and
endothelial/blood marker Tal1/Scl (Drake et al., 1997) and that
extraembryonic cells migrate to and contribute to the dorsal
aorta endothelium (Sato et al., 2010; Tanaka et al., 2014; Eliades
et al, 2016). However, as mentioned earlier, developmental cell
fate is best addressed with in vivo lineage-tracing and time-
lapse imaging methods, which first require the identification of
a lineage-specific marker capable of labeling a particular cell
population and its progeny (Stern and Fraser, 2001). Indeed,
we have identified a hemangioblast enhancer (Hb) that is able
to specifically activate the expression of a reporter gene (eGFP)
in chick embryo hemangioblasts as they ingress through the
posterior primitive streak at stages HH3 to HH6 (Teixeira et al.,
2011). The Hb-eGFP reporter was used to study the dynamics
of blood island morphogenesis in live imaging assays (Teixeira
et al,, 2011), and to isolate and characterize the gene expression
profile of chick embryo hemangioblasts (Serrado Marques et al.,
2018). Moreover, Zamir et al. (2017) used this reporter to
show that a subpopulation of Hb-eGFP+ hemangioblasts gives
rise to hemogenic angioblasts that can be found in both
the extraembryonic yolk sac and intraembryonic lateral plate
mesoderm at stage HH7, and that contribute to the hemogenic
endothelium of the dorsal aorta. However, although eGFP RNA
and protein stability may enable the detection of Hb-eGFP+
hemangioblast-derived cells, lineage-tracing analysis is required
to accurately identify the progeny of hemangioblasts.

In order to label and trace the hemangioblast lineage, we took
advantage of a Cre-Lox system in which a plasmid containing
the hemangioblast enhancer driving Cre recombinase expression
(Hb-Cre) and the conditional reporter plasmid pCAGG-LoxP-
mCherry-LoxP-GFP are co-electroporated into chick embryos
(stage HH3), as previously reported for neuronal lineages
(Avraham et al,, 2009). In this system, cells that express Cre
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aortae (DA), where they undergo an endothelial-to-hematopoietic transition (EHT).

FIGURE 2 | Hemangioblastic origin of aortic hemogenic endothelial cells in the early chick embryo. (A) Hemangioblasts arise from lateral plate mesodermal cells that
ingress through the posterior region of the primitive streak. At stage HH6, these cells are located in the lateral and posterior regions of the embryo, both in the yolk
sac and intraembryonic region. (B) At stage HH7-8, hemangioblasts aggregate to form blood islands within the yolk sac (ys). Concomitantly, a subpopulation of
hemangioblast-derived cells (or angioblasts) starts to migrate toward the presumptive paired dorsal aortae (orange). (C) At stage HH10, yolk sac hemangioblasts
have already started to differentiate into endothelial and hematopoietic cells in the distal blood islands. Inside the embryo, hemangioblast-derived cells are found in
the head region, endocardium, vascular plexus and dorsal aortae (arrowheads). (D) At stages HH11-12, hemangioblast-derived HECs are detected in the dorsal
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under the control of the Hb enhancer will recombine out
the floxed mCherry sequence and activate GFP expression,
enabling the identification of hemangioblasts as well as their
progeny. We observed that GFP+ cells are present in both
the yolk sac and intraembryonic lateral plate mesoderm at
early stages (Figure 1B, top), which supports the existence
of a subpopulation of intraembryonic hemangioblasts. At later
stages, GFP+ hemangioblast-derived cells are detected in the yolk
sac blood islands, head region, endocardium, intraembryonic
vascular plexus and dorsal aorta (Figure 1B, bottom). Using time-
lapse multiphoton microscopy imaging of electroporated chick
embryos, we observed that some GFP+ cells in the dorsal aorta
undergo EHT at stages HH11-12 (Supplementary Video S1 and
Figure 1C). GFP+ cells in the aortic endothelium display either
a flat endothelial morphology or HEC features, as seen also in
cross-sections of the dorsal aorta labeled for VEGFR2, a marker
of endothelial cells (Eichmann et al., 1993; Figure 1D), and for
Runxl, a marker of HECs (Jaffredo et al., 2005; Figure 1E). Of
note, Runx1 expression is also detected in some mCherry+GFP-
cells, suggesting that hemangioblasts are not the exclusive
source of aortic hemogenic endothelium. Taken together, these
observations indicate that hemangioblast-derived hemogenic
angioblasts give rise to a subpopulation of aortic HECs in
the chick embryo. However, further experiments are required
to reveal the hematopoietic potential of hemangioblast-derived
aortic HECs. Our findings are consistent with lineage-tracing
experiments in the mouse embryo showing that extraembryonic
Runx1+ hemogenic angioblasts migrate into the intraembryonic
region prior to circulation and contribute to the dorsal aorta
hemogenic endothelium (Tanaka et al., 2014). It is therefore,
conceivable that both yolk sac blood islands and aortic HECs
originate from hemangioblasts.

In summary, recent evidence suggests that hemangioblasts
colonize the presumptive dorsal aorta region (stages HH7-8),
contribute to the developing aortic endothelium (stages HH9-
10) and give rise to aortic HECs (stage HH11 onwards; Figure 2).
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Yet, it remains to be determined if these hemangioblasts are
originally located in the intraembryonic splanchnic mesoderm
(as shown in Figure 1B, top; Zamir et al., 2017) or if they
migrate medially from the yolk sac at stages HH7-8. In any
case, this early population of aortic HECs progenitors would
be reasonably considered to have an intraembryonic origin in
grafting studies of yolk sac chimeras established at stage HH9
and later. In conclusion, aortic HECs are likely to originate
from multiple sources that combine hemangioblasts and other
splanchnic mesoderm-derived hemogenic progenitors.

Further evidence supporting a hemangioblastic origin for
aortic HECs was provided by studies in Xenopus embryos.
Lineage tracing and co-expression analysis of endothelial
and blood markers demonstrated that HSC-producing aortic
HECs arise from hematovascular progenitors known as
adult or definitive hemangioblasts (Walmsley et al, 2002;
Ciau-Uitz et al, 2013). Definitive hemangioblasts arise
from lateral plate mesodermal cells that express Tall/Scl
and lie close to the somites. These features are also typical
of aortic HEC precursors in zebrafish, chick and mouse,
suggesting that definitive hemangioblasts may indeed exist
in all vertebrates (reviewed in Ciau-Uitz and Patient, 2016).
Furthermore, converging evidence has come from in vitro
differentiation studies of human embryonic stem cells and
induced pluripotent stem cells, which show that definitive
HSCs-producing HECs can be derived from hemangioblastic
progenitors (reviewed in Chen et al, 2015). Ultimately,
this information can be used to develop hemangioblast-
based differentiation protocols for the in vitro generation of
transplantable HSCs.

CONCLUDING REMARKS

The hemogenic endothelium of the developing dorsal aorta is
considered to be the major site of HSC production in the early
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embryo. As such, aortic HECs have been the subject of extensive
research on many of their biological aspects, such as molecular
signature, differentiation potential and developmental origin. For
over 40 years, the extra- vs. intraembryonic origin of HSCs
and aortic HECs has been the focus of numerous studies, for
which the avian embryo was a pioneer model. However, classical
grafting experiments in avian embryos need to be reinterpreted
in light of recent lineage-tracing evidence demonstrating that
hemangioblasts give rise to aortic HECs at early developmental
stages. This finding is particularly relevant in the context of
in vitro differentiation of pluripotent stem cells into HSCs for
clinical applications.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are included
in the article/Supplementary Material, further inquiries can be
directed to the corresponding author.

ETHICS STATEMENT

Ethical review and approval was not required for the animal
study because all experimental procedures were performed in
chicken embryos with less than 3 days of development, which
are not considered experimental animal subjects according
to the Portuguese Law (Decree-Law 113/2013) and European
Guidelines (Directive 2010/63/EU).

AUTHOR CONTRIBUTIONS

PS performed the experiments and contributed to the manuscript
writing. GM helped with the research design, image acquisition,
and data analysis. AJ contributed to the data interpretation
and scientific discussion. AT designed and performed the
experiments, analyzed and interpreted the data, and wrote the
manuscript. All authors contributed to manuscript revision and
approved the final version.

REFERENCES

Avraham, O., Hadas, Y., Vald, L., Zisman, S., Schejter, A., Visel, A., et al. (2009).
Transcriptional control of axonal guidance and sorting in dorsal interneurons
by the Lim-HD proteins Lhx9 and Lhx1. Neural Dev. 4:21. doi: 10.1186/1749-
8104-4-21

Beaupain, D., Martin, C., and Dieterlen-Liévre, F. (1979). Are developmental
hemoglobin changes related to the origin of stem cells and site of erythropoiesis?
Blood 53, 212-225. doi: 10.1182/blood.V53.2.212.212

Bertrand, J. Y., Chi, N. C,, Santoso, B., Teng, S., Stainier, D. Y. R, and Traver,
D. (2010). Haematopoietic stem cells derive directly from aortic endothelium
during development. Nature 464, 108-111. doi: 10.1038/nature08738

Boisset, J. C., Van Cappellen, W., Andrieu-Soler, C., Galjart, N., Dzierzak, E., and
Robin, C. (2010). In vivo imaging of haematopoietic cells emerging from the
mouse aortic endothelium. Nature 464, 116-120. doi: 10.1038/nature08764

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

Origin of Aortic Hemogenic Endothelial Cells

FUNDING

This work was supported by the FCT - Fundagdo para a
Ciéncia e a Tecnologia, LP. (PTDC/BTM-SAL/29377/2017)
and iNOVA4Health (UID/Multi/04462/2019). The Advanced
Imaging Facility of the Instituto Gulbenkian de Ciéncia was
supported by national Portuguese funding co-financed by the
Lisboa Regional Operational Programme (Lisboa 2020), under
the Portugal 2020 Partnership Agreement, through the European
Regional Development Fund (FEDER) and FCT (PPBI-POCI-01-
0145-FEDER-022122). AT was funded by the FCT in the context
of a program contract under “Norma Transitoria” (DL57/2016 of
29 August, as amended by DL57/2017 of 19 July).

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to Natacha Arede, Vera Teixeira, Ana Farinho,
and Telmo Pereira for technical assistance, Ofélia Carvalho for
critically revising the manuscript, Anne Eichmann for kindly
providing the avian VEGFR2 antibody and Avihu Klar for kindly
providing plasmid constructs.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found
online at: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2020.
605274/full#supplementary-material

Supplementary Video 1 | Hemangioblast-derived hemogenic endothelial cells
are detected in the chick embryo dorsal aorta. Time-lapse movie of a stage
HH11-12 live chick embryo in New culture electroporated at stage HH3 with
Hb-Cre and pCAGG-LoxP-mCherry-LoxP-GFP reporter constructs showing a
portion of the dorsal aorta (still frames in Figure 1C). The anterior side is to the
left. Brightfield images were acquired on a Zeiss SteREO Lumar stereomicroscope
(initial frames). Time-lapse 4D stacks were acquired on a Prairie Multiphoton
system equipped with GaAsP detectors mounted on an Olympus BX61
microscope equipped with a 10x 0.3NA objective, and the datasets were
processed and 3D reconstructed using Fiji (ImageJ) and Imaris software (Bitplane).
Red represents mCherry, and green, GFP expression. Arrowheads point at two
GFP+ hemogenic endothelial cells that round up and emerge from the aortic wall.
Arrows point at GFP+ cells that maintain an endothelial morphology. Time is
indicated in minutes in the lower right corner.

Canu, G., Athanasiadis, E., Grandy, R. A., Garcia-Bernardo, J., Strzelecka,
P. M., Vallier, L., et al. (2020). Analysis of endothelial-to-haematopoietic
transition at the single cell level identifies cell cycle regulation as a
driver of differentiation. Genome Biol. 21:157. doi: 10.1186/513059-020-02
058-4

Chen, T., Wang, F, Wu, M., and Wang, Z. Z. (2015). Development of
hematopoietic stem and progenitor cells from human pluripotent stem cells.
J. Cell. Biochem. 116, 1179-1189. doi: 10.1002/jcb.25097

Ciau-Uitz, A, and Patient, R. (2016). The embryonic origins and genetic
programming of emerging haematopoietic stem cells. FEBS Lett. 590, 4002
4015. doi: 10.1002/1873-3468.12363

Ciau-Uitz, A., Pinheiro, P., Kirmizitas, A., Zuo, J., and Patient, R. (2013). VEGFA-
dependent and -independent pathways synergise to drive Scl expression and
initiate programming of the blood stem cell lineage in Xenopus. Development
140, 2632-2642. doi: 10.1242/dev.090829

November 2020 | Volume 8 | Article 605274

63




Seco et al.

Ciau-Uitz, A., Walmsley, M., and Patient, R. (2000). Distinct origins of adult and
embryonic blood in Xenopus. Cell 102, 787-796. doi: 10.1016/S0092-8674(00)
00067-2

Coffin, J. D., and Poole, T. ]J. (1988). Embryonic vascular development:
immunohistochemical identification of the origin and subsequent
morphogenesis of the major vessel primordia in quail embryos. Development
102, 735-748.

Cormier, F., and Dieterlen-Liévre, F. (1988). The wall of the chick embryo aorta
harbours M-CFC, G-CFC, GM-CFC and BFU-E. Development 102, 279-285.

Cumano, A., Ferraz, J. C., Klaine, M., Di Santo, J. P., and Godin, 1. (2001).
Intraembryonic, but not yolk sac hematopoietic precursors, isolated before
circulation, provide long-term multilineage reconstitution. Immunity 15, 477-
485. doi: 10.1016/51074-7613(01)00190-X

De Bruijn, M. F. T. R, Speck, N. A., Peeters, M. C. E., and Dzierzak, E. (2000).
Definitive hematopoietic stem cells first develop within the major arterial
regions of the mouse embryo. EMBO J. 19, 2465-2474. doi: 10.1093/emboj/19.
11.2465

Dieterlen-Lievre, F. (1975). On the origin of haemopoietic stem cells in the avian
embryo: an experimental approach. J. Embryol. Exp. Morphol. 33, 607-619.

Dieterlen-Liévre, F., and Martin, C. (1981). Diffuse intraembryonic hemopoiesis in
normal and chimeric avian development. Dev. Biol. 88, 180-191. doi: 10.1016/
0012-1606(81)90228-1

Drake, C. J., Brandt, S. J., Trusk, T. C., and Little, C. D. (1997). TAL1/SCL is
expressed in endothelial progenitor cells/angioblasts and defines a dorsal-to-
ventral gradient of vasculogenesis. Dev. Biol. 192, 17-30. doi: 10.1006/dbio.
1997.8751

Eichmann, A., Corbel, C., Nataf, V., Vaigot, P., Bréant, C., and Le Douarin, N. M.
(1997). Ligand-dependent development of the endothelial and hemopoietic
lineages from embryonic mesodermal cells expressing vascular endothelial
growth factor receptor 2. Proc. Natl. Acad. Sci. US.A. 94, 5141-5146. doi:
10.1073/pnas.94.10.5141

Eichmann, A., Marcelle, C., Bréant, C., and Le Douarin, N. M. (1993). Two
molecules related to the VEGF receptor are expressed in early endothelial cells
during avian embryonic development. Mech. Dev. 42, 33-48. doi: 10.1016/0925-
4773(93)90096-G

Eilken, H. M., Nishikawa, S. I, and Schroeder, T. (2009). Continuous single-
cell imaging of blood generation from haemogenic endothelium. Nature 457,
896-900. doi: 10.1038/nature07760

Eliades, A., Wareing, S., Marinopoulou, E., Fadlullah, M. Z. H., Patel, R., Grabarek,
J. B., et al. (2016). The hemogenic competence of endothelial progenitors is
restricted by Runxl1 silencing during embryonic development. Cell Rep. 15,
2185-2199. doi: 10.1016/j.celrep.2016.05.001

Frame, ]. M., Fegan, K. H., Conway, S. J., McGrath, K. E, and Palis, J.
(2016). Definitive hematopoiesis in the yolk sac emerges from Wnt-responsive
hemogenic endothelium independently of circulation and arterial identity. Stem
Cells 34, 431-444. doi: 10.1002/stem.2213

Gritz, E., and Hirschi, K. K. (2016). Specification and function of hemogenic
endothelium during embryogenesis. Cell. Mol. Life Sci. 73, 1547-1567. doi:
10.1007/s00018-016-2134-0

Hamburger, V., and Hamilton, H. L. (1992). A series of normal stages in the
development of the chick embryo. 1951. Dev. Dyn. 195, 231-272. doi: 10.1002/
2ja.1001950404

Hogers, B., DeRuiter, M. C., Baasten, A. M. ], Gittenberger-de Groot, A. C., and
Poelmann, R. E. (1995). Intracardiac blood flow patterns related to the yolk sac
circulation of the chick embryo. Circ. Res. 76, 871-877. doi: 10.1161/01.RES.76.
5.871

Hou, S., Li, Z., Zheng, X., Gao, Y., Dong, J., Ni, Y., et al. (2020). Embryonic
endothelial evolution towards first hematopoietic stem cells revealed by single-
cell transcriptomic and functional analyses. Cell Res. 30, 376-392. doi: 10.1038/
541422-020-0300-2

Jaffredo, T, Bollerot, K., Sugiyama, D., Gautier, R., and Drevon, C. (2005). Tracing
the hemangioblast during embryogenesis: developmental relationships between
endothelial and hematopoietic cells. Int. J. Dev. Biol. 49, 269-277. doi: 10.1387/
ijdb.041948tj

Jaffredo, T., Lempereur, A., Richard, C., Bollerot, K., Gautier, R., Canto, P. Y., et al.
(2013). Dorso-ventral contributions in the formation of the embryonic aorta
and the control of aortic hematopoiesis. Blood Cells, Mol. Dis. 51, 232-238.
doi: 10.1016/j.bcmd.2013.07.004

Origin of Aortic Hemogenic Endothelial Cells

Jaffredo, T., Rodolphe, G., Eichmann, A., and Dieterlen-Liévre, F. (1998).
Intraaortic hemopoietic cells are derived from endothelial cells during
ontogeny. Trends Cardiovasc. Med. 125, 4575-4583.

Jaffredo, T., and Yvernogeau, L. (2014). How the avian model has pioneered the
field of hematopoietic development. Exp. Hematol. 42, 661-668. doi: 10.1016/j.
exphem.2014.05.009

Kissa, K., and Herbomel, P. (2010). Blood stem cells emerge from aortic
endothelium by a novel type of cell transition. Nature 464, 112-115. doi: 10.
1038/nature08761

Lacaud, G., and Kouskoff, V. (2017). Hemangioblast, hemogenic endothelium,
and primitive versus definitive hematopoiesis. Exp. Hematol. 49, 19-24. doi:
10.1016/j.exphem.2016.12.009

Lam, E. Y. N, Hall, C. J., Crosier, P. S., Crosier, K. E., and Flores, M. V. (2010).
Live imaging of Runx1 expression in the dorsal aorta tracks the emergence
of blood progenitors from endothelial cells. Blood 116, 909-914. doi: 10.1182/
blood-2010-01-264382

Lancrin, C., Sroczynska, P., Stephenson, C., Allen, T., Kouskoff, V., and
Lacaud, G. (2009). The haemangioblast generates haematopoietic cells
through a haemogenic endothelium stage. Nature 457, 892-895. doi: 10.1038/
nature07679

Lassila, O., Eskola, J., Toivanen, P., Martin, C., and Dieterlen-Liévre, F. (1978).
The origin of lymphoid stem cells studied in chick yolk sac-embryo chimaeras.
Nature 272, 353-354. doi: 10.1038/272353a0

Lassila, O., Martin, C., Toivanen, P., and Dieterlen-Liévre, F. (1982). Erythropoiesis
and lymphopoiesis in the chick yolk-sac-embryo chimeras: contribution of yolk
sac and intraembryonic stem cells. Blood 59, 377-381. doi: 10.1182/blood.V59.
2.377.377

Le Douarin, N. M., and Dieterlen-Liévre, F. (2013). How studies on the avian
embryo have opened new avenues in the understanding of development: a
view about the neural and hematopoietic systems. Dev. Growth Differ. 55, 1-14.
doi: 10.1111/dgd.12015

le Noble, F., Moyon, D., Pardanaud, L., Yuan, L., Djonov, V., Matthijsen, R., et al.
(2004). Flow regulates arterial-venous differentiation in the chick embryo yolk
sac. Development 131, 361-375. doi: 10.1242/dev.00929

Li, W., Ferkowicz, M. J., Johnson, S. A., Shelley, W. C., and Yoder, M. C. (2005).
Endothelial cells in the early murine yolk sac give rise to CD41-expressing
hematopoietic cells. Stem Cells Dev. 14, 44-54. doi: 10.1089/scd.2005.14.44

Li,Z., Lan, Y., He, W., Chen, D., Wang, ]., Zhou, F., et al. (2012). Mouse embryonic
head as a site for hematopoietic stem cell development. Cell Stem Cell 11,
663-675. doi: 10.1016/j.stem.2012.07.004

Martin, C., Beaupain, D., and Dieterlen-Liévre, F. (1978). Developmental
relationships between vitelline and intra-embryonic haemopoiesis studied in
avian ‘yolk sac chimaeras’. Cell Differ. 7, 115-130. doi: 10.1016/0045-6039(78)
90012-X

McGrath, K. E., Frame, ]. M., Fegan, K. H., Bowen, ]. R., Conway, S. J., Catherman,
S. C,, etal. (2015). Distinct sources of hematopoietic progenitors emerge before
HSCs and provide functional blood cells in the mammalian embryo. Cell Rep.
11, 1892-1904. doi: 10.1016/j.celrep.2015.05.036

Medvinsky, A., and Dzierzak, E. (1996). Definitive hematopoiesis is autonomously
initiated by the AGM region. Cell 86, 897-906. doi: 10.1016/S0092-8674(00)
80165-8

Medvinsky, A., Rybtsov, S., and Taoudi, S. (2011). Embryonic origin of the adult
hematopoietic system: advances and questions. Development 138, 1017-1031.
doi: 10.1242/dev.040998

Moore, M., and Owen, . (1965). Chromosome marker studies on the development
of the haemopoietic system in the chick embryo. Nature 208:956. doi: 10.1038/
208956a0

Murray, P. D. F. (1932). The development in vitro of the blood of the early
chick embryo. Proc. R. Soc. Lond. Ser. B Contain. Pap. Biol. 111, 497-521.
doi: 10.1098/rspb.1932.0070

Nagai, H,, Lin, M. C,, and Sheng, G. (2011). A modified cornish pasty method for
ex ovo culture of the chick embryo. Genesis 49, 46-52. doi: 10.1002/dvg.20690

Nagai, H., Shin, M., Weng, W., Nakazawa, F., Jakt, L. M., Alev, C,, et al. (2018).
Early hematopoietic and vascular development in the chick. Int. J. Dev. Biol. 62,
137-144. doi: 10.1387/ijdb.170291gs

Nakano, H., Liu, X., Arshi, A., Nakashima, Y., van Handel, B., Sasidharan, R.,
et al. (2013). Haemogenic endocardium contributes to transient definitive
haematopoiesis. Nat. Commun. 4:1564. doi: 10.1038/ncomms2569

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

November 2020 | Volume 8 | Article 605274

64



Seco et al.

Origin of Aortic Hemogenic Endothelial Cells

New, D. A. T. (1955). A new technique for the cultivation of the chick embryo
in vitro. Development 3, 326-331.

Oberlin, E., Tavian, M., Blazsek, L., and Péault, B. (2002). Blood-forming potential
of vascular endothelium in the human embryo. Development 129, 4147-4157.

Ottersbach, K. (2019). Endothelial-to-haematopoietic transition: an update on
the process of making blood. Biochem. Soc. Trans. 47, 591-601. doi: 10.1042/
BST20180320

Pardanaud, L., Altmann, C., Kitos, P., Dieterlen-Liévre, F., and Buck, C. A. (1987).
Vasculogenesis in the early quail blastodisc as studied with a monoclonal
antibody recognizing endothelial cells. Development 100, 339-349.

Pardanaud, L., Luton, D., Prigent, M., Bourcheix, L. M., Catala, M., and Dieterlen-
Liévre, F. (1996). Two distinct endothelial lineages in ontogeny, one of them
related to hemopoiesis. Development 122, 1363-1371.

Poole, T. J., and Coffin, J. D. (1989). Vasculogenesis and angiogenesis: two distinct
morphogenetic mechanisms establish embryonic vascular pattern. J. Exp. Zool.
251, 224-231. doi: 10.1002/jez.1402510210

Prummel, K. D., Nieuwenhuize, S., and Mosimann, C. (2020). The lateral plate
mesoderm. Development 147:dev175059. doi: 10.1242/dev.175059

Psychoyos, D., and Stern, C. D. (1996). Fates and migratory routes of primitive
streak cells in the chick embryo. Development 122, 1523-1534.

Sabin, F. (1920). Studies on the origins of blood-vessels and of red blood-corpuscles
as seen in the living blastoderm of chicks during the second day of development.
Contrib. Embryol. 36, 213-262.

Samokhvalov, 1. M., Samokhvalova, N. ., and Nishikawa, S. 1. (2007). Cell tracing
shows the contribution of the yolk sac to adult haematopoiesis. Nature 446,
1056-1061. doi: 10.1038/nature05725

Sato, Y., Poynter, G., Huss, D., Filla, M. B., Czirok, A., Rongish, B. J., et al. (2010).
Dynamic analysis of vascular morphogenesis using transgenic quail embryos.
PLoS One 5:¢12674. doi: 10.1371/journal.pone.0012674

Senserrich, J., Batsivari, A., Rybtsov, S., Gordon-Keylock, S., Souilhol, C.,
Buchholz, F., et al. (2018). Analysis of Runx1 using induced gene ablation
reveals its essential role in pre-liver HSC development and limitations of
an in vivo approach. Stem Cell Rep. 11, 784-794. doi: 10.1016/j.stemcr.2018.
08.004

Serrado Marques, J., Teixeira, V., Jacinto, A., and Tavares, A. (2018). Identification
of novel hemangioblast genes in the early chick embryo. Cells 7:9. doi: 10.3390/
cells7020009

Stern, C. D., and Fraser, S. E. (2001). Tracing the lineage of tracing cell lineages.
Nat. Cell Biol. 3, E216-E218. doi: 10.1038/ncb0901-€216

Tanaka, Y., Sanchez, V., Takata, N., Yokomizo, T., Yamanaka, Y., Kataoka, H., et al.
(2014). Circulation-independent differentiation pathway from extraembryonic
mesoderm toward hematopoietic stem cells via hemogenic angioblasts. Cell Rep.
8, 31-39. doi: 10.1016/j.celrep.2014.05.055

Teixeira, V., Arede, N, Gardner, R., Rodriguez-Ledn, J., and Tavares, A. T. (2011).
Targeting the hemangioblast with a novel cell type-specific enhancer. BMC Dev.
Biol. 11:76. doi: 10.1186/1471-213X-11-76

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

Walmsley, M., Ciau-Uitz, A, and Patient, R. (2002). Adult and embryonic
blood and endothelium derive from distinct precursor populations which are
differentially programmed by BMP in Xenopus. Development 129, 5683-5695.
doi: 10.1242/dev.00169

Wittamer, V., and Bertrand, J. Y. (2020). Yolk sac hematopoiesis: does it contribute
to the adult hematopoietic system?. Cell. Mol. Life Sci. 77, 4081-4091. doi:
10.1007/s00018-020-03527-6

Yoshimoto, M., Montecino-Rodriguez, E., Ferkowicz, M. |., Porayette, P., Shelley,
W. C, Conway, S. J., et al. (2011). Embryonic day 9 yolk sac and intra-
embryonic hemogenic endothelium independently generate a B-1 and marginal
zone progenitor lacking B-2 potential. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 108, 1468
1473. doi: 10.1073/pnas.1015841108

Yoshimoto, M., Porayette, P., Glosson, N. L., Conway, S. ]., Carlesso, N., Cardoso,
A. A, et al. (2012). Autonomous murine T-cell progenitor production in the
extra-embryonic yolk sac before HSC emergence. Blood 119, 5706-5714. doi:
10.1182/blood-2011-12-397489

Yue, R, Li, H., Liu, H,, Li, Y., Wei, B., Gao, G., et al. (2012). Thrombin receptor
regulates hematopoiesis and endothelial-to-hematopoietic transition. Dev. Cell
22, 1092-1100. doi: 10.1016/j.devcel.2012.01.025

Yvernogeau, L., and Robin, C. (2017). Restricted intra-embryonic origin of bona
fide hematopoietic stem cells in the chicken. Development 144, 2352-2363.
doi: 10.1242/dev.151613

Zamir, L., Singh, R, Nathan, E., Patrick, R,, Yifa, O., Yahalom-Ronen, Y., et al.
(2017). Nkx2.5 marks angioblasts that contribute to hemogenic endothelium
of the endocardium and dorsal aorta. eLife 6:e20994. doi: 10.7554/eLife.20994

Zhang, C,, Ly, J., He, Q., Wang, S., Gao, Y., Meng, A,, et al. (2014). Inhibition of
endothelial ERK signalling by Smad1/5 is essential for haematopoietic stem cell
emergence. Nat. Commun. 5:3431. doi: 10.1038/ncomms4431

Zovein, A. C., Hofmann, J. J., Lynch, M., French, W. J., Turlo, K. A, Yang, Y., etal.
(2008). Fate tracing reveals the endothelial origin of hematopoietic stem cells.
Cell Stem Cell 3, 625-636. doi: 10.1016/j.stem.2008.09.018

Zovein, A. C,, Turlo, K. A, Ponec, R. M., Lynch, M. R,, Chen, K. C,, Hofmann,].J.,
et al. (2010). Vascular remodeling of the vitelline artery initiates extravascular
emergence of hematopoietic clusters. Blood 116, 3435-3444. doi: 10.1182/
blood-2010-04-279497

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Copyright © 2020 Seco, Martins, Jacinto and Tavares. This is an open-access article
distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY).
The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the
original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original
publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No
use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

November 2020 | Volume 8 | Article 605274

65




