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RESUMO

Os cilios primérios sao organelos especializados, semelhantes a antenas, localizados na
superficie das células eucariontes. Com a capacidade de regular inUmeras funcbes
relevantes, como a sinalizagdo e homeostasia celular, 0 seu mau funcionamento torna-
se responsavel por varios distirbios e a caracterizar um grupo de doencas: As
Ciliopatias (Mill et al., 2023). Além disso, disfungbes nos cilios priméarios tém sido
associadas a distarbios metabdlicos, incluindo resisténcia insulinica e o
desenvolvimento da diabetes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel dos
cilios primarios na resposta a niveis elevados de glucose em células hTERT-RPE-1. Foi
também alvo do estudo a avaliacdo da via de sinalizacdo Wnt, associada aos cilios
primarios e sua repercussao nestas condi¢gdes. Assim sendo, foi-se estudado os niveis
celulares de um dos elementos presentes nesta via, a proteina mediadora de transdugéo
da sinalizagdo DVL1. Para alcancar as metas propostas, organizamos o projeto da
seguinte forma: As células hTERT-RPE-1 permaneceram por 48 horas em meio 5 mM
de glucose. Apds este periodo as mesmas células foram expostas a diferentes
concentragdes de glucose (5 mM, 25 mM e 5 mM glucose +20mM de manitol). No
primeiro grupo de células fez-se a inducdo da montagem de cilios 24 horas antes do
segundo grupo de células, sendo a montagem dessas estruturas neste grupo induzida
apos a exposicdo a glucose. Para esta inducdo foi feita a remogédo do soro do meio
celular utilizado. Observamos que a presenca do cilio primario poderia estar relacionada
ao maior nivel de stress celular, proporcionalmente a variacdo dos niveis de DVL1 a
nivel nuclear, visualizados pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta. Adicionalmente,
analisamos através da técnica de PCR a expressédo dos genes-alvo Myc, Otx2 e Mitf,
responsaveis pela ativacdo ou supressdo de diferentes processos biol6gicos
relacionados a via de sinalizacdo Wnt. Este trabalho evidencia que o cilio primario tem
importancia como reguladora da homeostase em resposta aos altos niveis de glucose
nas células hTERT-RPE-1.

PALAVRAS-CHAVE: Cilio, glucose, DVL1, Myc, Otx2, Mitf



ABSTRACT

Primary cilia are specialized, antenna-like sensory organelles located on the surface of
eukaryatic cells. With the ability to regulate numerous relevant functions, such as cell
signaling and homeostasis, its malfunction becomes responsible for several disorders
and characterizes a group of diseases: Ciliopathies (Mill et al., 2023.). Furthermore,
dysfunctions in primary cilia have been associated with metabolic disorders, including
insulin resistance and the development of diabetes. The present work aimed to evaluate
the role of primary cilia in the response to high glucose levels in hnTERT-RPE-1 cells. The
aim of the study was also to evaluate the Wnt signaling pathway, associated with primary
cilia and its repercussions in these conditions. Therefore, we studied the cellular levels
of one of the elements present in this pathway, the DVL1 signaling transduction mediator
protein. To achieve the proposed goals, we organized the project as follows: hTERT-
RPE-1 cells remained for 48 hours in 5 mM glucose medium. After this period, the same
cells were exposed to different concentrations of glucose (56 mM, 25 mM and 5 mM
glucose + 20 mM mannitol). In the first group of cells, cilia assembly was induced 24
hours before the second group of cells, and the assembly of these structures in this group
was induced after exposure to glucose. For this induction, serum was removed from the
cell medium used. We observed that the presence of the primary cilium could be related
to the higher level of cellular stress, proportionally to the variation in DVL1 levels at the
perinuclear and nuclear level, visualized by the Indirect Immunofluorescence technique.
Additionally, we analyzed, using the PCR technique, the expression of the target genes
Myc, OTX2 and Mitf-Human, responsible for the activation or suppression of different
biological processes related to the Wnt signaling pathway. This work shows that the
primary cilium is important as a regulator of homeostasis in response to high glucose
levels in hnTERT-RPE-1 cells.

KEYWORD: Cilia, glucose, DVL1, Myc, Otx2, Mitf.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos e fisiopatolégicos na diabetes mellitus tipo 2

A diabetes mellitus (DM) € um disturbio metabdlico caracterizado por niveis
elevados de glucose no sangue, decorrente de deficiéncias na produgao de insulina, na
acao dessa hormona, ou em ambas. Esse distiurbio resulta de uma complexa interacao
entre fatores genéticos e comportamentais (Kluth et al., 2019). A DM possui Varias
subclassificagdes, incluindo o tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2), que s&o os principais
subtipos (Figura 1). Cada tipo apresenta fisiopatologia, manifestacdes clinicas e
abordagens terapéuticas distintas, mas ambos tém potencial para causar hiperglicémia
(Sapra & Bhandari, 2023).
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Figura 1 Fontes de heterogeneidade na diabetes.

Legenda:Fontes de heterogeneidade na diabetes. (1) Defeitos genéticos; (2) Diabetes gestacional;
(3) Diabetes Tipo 1; (4) Diabetes Tipo 2; (5) Outros fatores. Adaptado de Tobias et al., 2024.

A hiperglicémia crénica, caracteristica da diabetes, esta associada a uma série
de danos, disfuncbes e faléncias de oOrgdos-alvo, sendo responsavel pelo
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, insuficiéncia renal, retinopatia diabética,
neuropatia diabética e outras condi¢ces debilitantes (Harreiter et al., 2019). ADM2 é uma
das doencas cronicas mais prevalentes globalmente, representando cerca de 90% dos
casos diagnosticados da diabetes e estando associada a complicacdes significativas
para a saude publica e a elevados custos socioecondmicos. Diferentemente da diabetes
tipo 1 (DM1), no qual ocorre uma deficiéncia de insulina devido a destruigdo autoimune
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das células B pancreaticas, a DM2 resulta de uma combinagéo de resisténcia a insulina
e comprometimento progressivo da secrecéo de insulina (Rodrigues Oliveira et al., 2023).

A DM2 afeta cerca de 463 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos, conforme
indicado pela Federacédo Internacional de Diabetes (IDF, 2021). Os fatores que
desempenham um papel central no aumento da incidéncia da diabetes tipo 2 é
amplamente atribuido ao crescimento da obesidade, ao estilo de vida sedentario e ao
envelhecimento populacional. Em Portugal, a prevaléncia da diabetes é uma das mais
elevadas da Unido Europeia, alcancando aproximadamente 9,8% da populacéo na faixa
etaria referida, enquanto a média nos paises da UE é de 6,2% (OECD, 2020).

A prevaléncia da DM2 tem registado um crescimento continuo, afetando
atualmente cerca de 415 milhdes de pessoas em todo o mundo, com projecdes indicando
gue esse numero podera alcangar 642 milhdes até 2040. De acordo com Magliano (2021),
aproximadamente metade das pessoas adultas com diabetes, entre 20 e 79 anos,
desconhece que possui a doenga. Esse numero corresponde a 44,7% do total de
individuos nessa faixa etaria com diabetes, o que representa aproximadamente 239,7
milhdes de pessoas. Em outras palavras, uma grande parte dos individuos com diabetes
permanece sem diagnéstico, o que implica desconhecimento da propria condigdo de
saude e, consequentemente, auséncia de tratamento adequado.

A etiologia da hiperglicémia na DM2 é multifatorial e envolve mecanismos
complexos (Rizza, 2010). Individuos com DM2 frequentemente apresentam uma redugéo
progressiva na sensibilidade a insulina, acompanhada pela faléncia das ilhotas
pancreaticas em manter a producdo adequada desse hormonio, de modo a compensar
o declinio na resposta celular. Essas manifestacdes fisiopatoldégicas surgem nas fases
iniciais da doenca e desempenham um papel essencial em sua progresséo (Kahn et al.,
2014).

Na DM2, a resisténcia a insulina destaca-se como o principal fator patogénico,
caracterizando-se pela reducdo da resposta das células musculares, hepéticas e
adiposas ao hormonio. Esse fenbmeno compromete a captagéo de glucose, resultando
em hiperglicémia. Com o avango da resisténcia, as células beta pancreéticas tornam-se
incapazes de compensar, levando a insuficiéncia na secre¢do de insulina e ao
agravamento da condic&o.

A fisiopatologia do DM2 afeta significativamente o musculo esquelético, o figado
e o tecido adiposo. O musculo esquelético, sendo o principal érgdo envolvido na

eliminacdo da glucose ap6s as refeicbes, sofre uma limitacdo acentuada nessa funcao
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quando ocorre resisténcia a insulina, a comprometer a depuragdo de glucose em
individuos com DM2. Em nivel celular, a resisténcia & insulina no musculo manifesta-se
por: 1) comprometimento no recrutamento de transportadores de glucose GLUT4 para a
membrana plasmatica, mediado pela insulina; 2) capacidade reduzida de
armazenamento de glicogénio; 3) menor eficiéncia na oxidacdo da glucose; e 4)
disfuncdo mitocondrial (Chen et al., 2021).

No contexto hepatico, a resisténcia a insulina contribui para um aumento na
producdo de glucose durante o jejum, consequéncia da falha na supressdo da
gliconeogénese, mecanismo regulado pela insulina. Essa resisténcia também se
evidencia apos a ingestdo de alimentos, quando ocorre uma supressao ineficaz da
gliconeogénese e da glicogendlise, resultando em producdo excessiva de glucose pelo
figado. Por fim, no tecido adiposo, a resisténcia a insulina € marcada por uma reducao
na absorgdo de glucose e de lipidios mediada pela insulina, além da incapacidade de
suprimir a lipdlise e a inflamacéo. Esses fatores levam ao aumento dos niveis de acidos
graxos livres e citocinas inflamatérias no plasma (Sobczak, et al., 2019).

No figado, esta resisténcia leva ao aumento da gliconeogénese, promovendo
uma producdo exacerbada de glucose. Outros processos metabdlicos também séo
afetados, como o aumento da lipélise no tecido adiposo, a inflamacgéo sistémica e a
disfuncéo no metabolismo lipidico, que contribuem para o agravamento da resisténcia a
insulina. Além disso, fatores genéticos e ambientais, como uma dieta inadequada, o
sedentarismo e distarbios do ritmo circadiano, contribuem para a crescente incidéncia
global da DM2.

A obesidade é um fator de risco primario para o desenvolvimento da DM2, dado
que influencia diretamente os processos metabdlicos e a sensibilidade a insulina. Em
individuos obesos, 0 excesso de tecido adiposo promove um estado de inflamacéo
cronica e altera a secrecdo de adipocinas, proteinas bioactivas produzidas pelo tecido
adiposo, o0 que agrava a resisténcia a insulina e o comprometimento do metabolismo da
glucose, aspetos essenciais para a patogénese da DM2 (Volta et al., 2017).

Na udltima década, o estudo dos organelos celulares e a sua influéncia no
desenvolvimento de diversas patologias tornou-se central para a compreensdo
aprofundada da etiologia das doencas humanas e para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Neste contexto, os avancos cientificos e tecnoldgicos tém

ampliado as perspetivas para o diagndstico, gestéo e tratamento da diabetes. A medicina



de precisdo, neste sentido, é considerada o padrédo-ouro para o futuro das intervencdes
médicas mais individualizadas (Anvarian et al., 2019; Tobias et al., 2023).

1.2 Cilio primario, ciliogénese e ciliopatias

As células constituem a unidade estrutural e funcional dos seres vivos, sendo a
menor unidade estrutural basica e apresentando uma organizacdo molecular que Ihes
permite desempenhar fun¢des essenciais, como crescer, reproduzir-se e adaptar-se ao
meio ambiente (Bouzon et al., 1999). Os organismos vivos podem ser classificados em
procariotas, com estruturas menos complexas, e eucariotas, que apresentam maior
complexidade estrutural e expressao genética.

As células eucariotas possuem uma organizacgao interna complexa, composta
por duas partes principais: o citoplasma, envolto pela membrana citoplasméatica e
contendo uma variedade de organelas, como o reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, ribossomos e centriolos; e o nacleo, que abriga o genoma e é responsavel pela
codificacao de proteinas e enzimas que regulam a estrutura e funcionamento celular e,
consequentemente, do organismo (Ridley et al., 2011).

O citoplasma celular exerce varias funcbes essenciais para a sobrevivéncia e
funcionalidade das células. Ele proporciona suporte estrutural por meio de uma rede
tridimensional de filamentos proteicos (microtibulos, filamentos intermediarios e
microfilamentos de actina), conferindo forma e rigidez a membrana plasmética e a
superficie celular. O citoplasma facilita também o movimento celular, por meio da
contracdo das fibras do citoesqueleto do fluxo citoplasmatico. Além dessas funcdes, o
citoplasma é responsavel pelo transporte de substancias, reagfes metabdlicas,
armazenamento de moléculas sinalizadoras e inicio da sintese proteica (Alberts et al.,
2002).

O citoesqueleto é uma estrutura essencial que garante suporte, organizacao e
estabilidade a célula e suas organelas. Composto por microfilamentos de actina,
microtubulos e filamentos intermediarios, cada tipo de filamento possui composicédo e
fungbes especificas, contribuindo para processos como transporte intracelular,
motilidade, diviséo celular e manutencdo da forma celular. Além disso, o citoesqueleto
forma uma rede dindmica e interativa, capaz de se reorganizar em resposta a sinais intra
e extracelulares (Alberts et al., 2002; Gould, 2021).



Os microtubulos, por exemplo, sdo fundamentais ndo apenas na manutencao
da estrutura celular, mas também na formacédo de cilios e flagelos. Em condi¢des de
estresse mecanico, o citoesqueleto pode se contrair, gerando for¢cas que resistem a
pressdo externa. Ele também se conecta a matriz extracelular e a células vizinhas por
meio de juncdes de aderéncia, formando projecbes especializadas. Assim, o
citoesqueleto atua como um sensor de forcas mecanicas, como 0 estresse de
cisalhamento de fluidos e varia¢des na rigidez do ambiente, ajustando a resposta celular
as demandas fisicas do meio. Assim, o citoesqueleto esta estrategicamente posicionado
para detetar forcas mecéanicas, como o stress de cisalhamento de fluidos, tensées nos
anexos da matriz extracelular e variagbes na rigidez do ambiente, que comprimem,
esticam e tensionam tanto as células quanto suas conexdes extracelulares (Gould et al.,
2021).

A formacgéo dos cilios, conhecida como ciliogénese, e o crescimento ciliar
ocorrem durante a diferenciacdo celular. Os cilios se originam e crescem a partir de
estruturas especializadas chamadas corpos basais. Dependendo do tipo celular, a
montagem do cilio ocorre dentro da célula ou na superficie celular. O cilio primario
contém estruturas como fibras de transicao e pés basais, derivadas dos apéndices distal
e subdistal do centriolo mae, que forma o corpo basal. Essas fibras de transi¢cao auxiliam
na ancoragem do corpo basal a membrana plasmatica, enquanto os pés basais ancoram
0s microtubulos citoplasmaticos (Labat-de-Hoz et al., 2021). Os centriolos filhos também
originam-se a partir desse centriolo.

Enquanto a maioria das células ciliadas montam apenas um cilio (cilio primario),
algumas células podem montar vérios cilios. Os cilios em vertebrados podem ser
classificados em dois tipos principais, cada um com estrutura e funcao distintas: os cilios
primarios e os cilios moveis. Os cilios primarios sdo geralmente solitarios e estao
presentes na maioria das células do corpo, desempenhando papéis sensoriais e de
sinalizag@o. A principal diferenca entre esses dois tipos é a presenca de elementos
estruturais que permitem ou inibem a motilidade, o que define suas fun¢des. Enquanto
os cilios méveis estdo envolvidos em processos como a movimentacdo de fluidos e
limpeza das vias aéreas, os cilios primérios atuam principalmente na captacéo de sinais
e na modulacao de vias de sinalizac&o celular (Cho et al., 2022).

Nos mamiferos, os axonemas ciliares se formam em dois padrfes principais:
9+2, no qual nove dupletos de microtubulos circundam um par central de microtibulos

singletos, e 9+0, no qual o par central esta ausente (Satir et al., 2007). Cilios com
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estrutura 9+0, como os cilios priméarios, ndo possuem proteinas motoras chamadas
dineinas axonemais, nem projecdes radiais responsaveis pelo movimento ciliar.

Os cilios primarios sé@o organelos sensoriais semelhantes a antenas, localizadas
na superficie da maioria das células dos vertebrados. Eles podem ser encontrados em
células epiteliais, como as do tabulo renal, ducto biliar, pancreas enddcrino e retina, e
em células ndo epiteliais, como condrdcitos, fibroblastos e neurbnios (Mill et al., 2023).
Esses organelos desempenham papéis importantes em vias de sinalizacdo que regulam
processos celulares essenciais.

Antes da mitose, os cilios sdo desmontados, um evento regulado por cinases e
outras proteinas, permitindo a duplicagdo dos centriolos para a formacgéo dos polos do
fuso mitotico (Broekhuis et al., 2013). Em resposta a alteragdes no ambiente ou stress,
células quiescentes, mas metabolicamente ativas, podem perder seus cilios, como parte
de um processo programado de desenvolvimento (Broekhuis et al., 2013).

A estrutura do cilio é organizada em dois compartimentos principais: o ciliar e o
subciliar. O compartimento ciliar inclui 0 axonema e a membrana ciliar. O axonema €
uma estrutura tubular formada por microtibulos que se estende desde o corpo basal
(uma regido especializada do centriolo) até o apice do cilio. Além de conter moléculas
de sinalizacdo, o axonema € capaz de modificar sua forma em resposta a estimulos
externos. A membrana ciliar, embora seja uma extensdo da membrana plasmatica,
possui caracteristicas exclusivas, incluindo moléculas de sinalizagdo especificas, como
canais idnicos e recetores, organizadas em uma estrutura chamada colar ciliar,
localizada na base do cilio (Hoey et al., 2012).

Os microtubulos do axonema sdo compostos por polimeros de a- e B-tubulina,
gue podem sofrer modificagbes pos-traducionais, como acetilacdo, metilacdo e
fosforilagdo. Essas alteracbes geralmente ocorrem na superficie externa dos
microtubulos, exceto pela acetilagdo da Lys40 na a-tubulina, que ocorre na superficie
interna. A acetilagdo nesta regido estabiliza os microtubulos e regula vias de sinalizacéo,
impactando a atividade ou localizacéo de proteinas na membrana plasmética (Pablos et
al., 2022).

Os cilios primérios detetam e transmitem sinais extracelulares para regular
processos celulares durante o desenvolvimento e a manutencéo da homeostase tecidual.
Eles possuem recetores especificos e proteinas de canais ibnicos em suas membranas,
conferindo-lhes uma fungéo sensorial pela capacidade de detetar e transduzir estimulos

mecanicos e quimicos do meio extracelular para o intracelular. A funcao sensorial dos
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cilios primarios depende do trafego coordenado (transporte intraflagelar) e da localiza¢ao
temporal de recetores especificos e modulos de transduc¢éo de sinal associados ao cilio
(Anvarian et al., 2019).

O alongamento dos cilios depende da entrega direcionada de proteinas
especificas do citoplasma para a regido basal, onde ocorre a pré-montagem das
estruturas axonemais, e do transporte seletivo dessas proteinas da base até a
extremidade do cilio pelo sistema de transporte intraflagelar (IFT). Esse sistema de
transporte atua em duas direcdes: anterdgrada, conduzindo proteinas da base para a
ponta, e retrdgrada, retornando-as da ponta para o citoplasma. Além disso, esse sistema
€ essencial para a montagem, manutencao e fungao ciliar. Esse transporte € bidirecional
e envolve o movimento de complexos proteicos ao longo do axonema ciliar, permitindo
o transporte de moléculas de sinalizag&o, recetores e proteinas estruturais entre a base
e a ponta do cilio (Sung et al., 2013).

Dois complexos do IFT, com fun¢des complementares, sdo responsaveis pelo
transporte de proteinas ao longo do cilio. O complexo IFT-A facilita o transporte
retrégrado, levando proteinas de volta ao citoplasma a partir da extremidade ciliar, ainda
que nao seja indispensavel para a montagem do cilio. Em contraste, o complexo IFT-B
realiza o transporte anterdgrado, essencial para a montagem e a manutencao ciliar. Para
minimizar interferéncias entre as vias, o IFT-A utiliza o tdbulo A, enquanto o IFT-B trafega
pelo tubulo B (Pabloes et al., 2022). De forma paralela, esses complexos interagem com
proteinas motoras (cinesina e dineina) para transportar cargas ao longo do cilio,
exercendo um papel importante no trafego de proteinas de membrana, como recetores
acoplados a proteina G, para os cilios priméarios (Morthorst et al., 2018).

Algumas proteinas, como a TULP3, atuam como adaptadores no trafego de
proteinas de membrana, representando um mecanismo regulador intrinseco em
mutagdes nas proteinas envolvidas no IFT, e assim, podem interromper o trafego de
proteinas ciliares sem comprometer a formagéo do cilio, ressaltando a importancia desse
transporte para a manutencdo ciliar e para a sinalizagdo e homeostase celular
(Mukhopadhyay et al., 2017).

A versatilidade dos cilios primarios pode explicar como tipos especificos de
células sdo capazes de receber e converter sinais em diferentes fases de
desenvolvimento e condic¢des fisioldgicas. De fato, varias vias de sinalizagdo associadas

aos cilios primarios, como as vias Hedgehog (HH), recetores acoplados a proteina G e a



via Wnt, participam do controlo da diferenciacdo, migracdo, crescimento celular e
homeostase tecidual na idade adulta (Jing et al., 2023; Anvarian et al., 2019).

A perda ciliar em células pode ocorrer por diferentes mecanismos, a depender
do tipo celular, das condigbes de cultivo ou de ambos, sendo classificada em
desmontagem e desprendimento. Na via de desmontagem, ha uma reduc¢éo gradual do
comprimento dos cilios primérios, enquanto o desprendimento envolve a remoc¢ao subita
dos cilios a partir do corpo celular. Em organismos inferiores, a perda ciliar pode ser
mediada pela internalizacdo completa do axonema, processo pelo qual o cilio é retraido
rapidamente para o interior da célula e se desintegra em menos de uma hora (Patel &
Tsiokas, 2021).

Ainda ndo se compreende plenamente como a célula seleciona entre essas vias
de perda ciliar, nem se a escolha de uma rota especifica influéncia as fungées celulares
subsequentes. Embora a importancia clinica desse processo permanega pouco
explorada, h&a evidéncias de que a desregulacdo da desmontagem ciliar esta implicada
em varias doencas, apontando para a necessidade de investigacdes adicionais sobre o
papel da perda ciliar na fisiopatologia humana.

Devido a complexidade e as mdultiplas fun¢gdes mencionadas, mutagcbes que
interferem na biogénese, estrutura ou fungéo ciliar podem prejudicar a sinalizacdo celular
e contribuir para disturbios conhecidos como Ciliopatias. Essas patologias englobam
mais de 30 doengas e sindromes humanas, afetando varios tecidos ciliados, como olhos,
rins, trato respiratdrio e cérebro (Ko et al., 2012). Dessa forma, defeitos na estrutura ciliar
estdo associados a diversas condicdes, incluindo artrite, osteoporose, doenca renal
poliquistica, insuficiéncia cardiaca, obesidade e cancer (Hoey et al., 2012).

De acordo com Anvarian et al. (2019), conforme ilustrado na Figura 2, o cilio
primario € um organelo imével que se estende como uma unidade solitaria a partir da
superficie de uma célula e esta ancorado no corpo basal derivado do centriolo-méae. O
cilio compreende um axonema baseado em microtibulos (MT), contendo um anel de
nove dupletos externos de microtibulos. Entre o corpo basal e o cilio localiza-se a zona
de transicao ciliar (TZ), que contém estruturas especializadas, como ligacbes em "Y".
Essas estruturas, juntamente com as fibras de transicdo do corpo basal, controlam a

entrada e saida de proteinas do compartimento ciliar.
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Figura 2: Visdo geral do cilio primario e sinaliza¢ao celular

Legenda: Microtubulos: MT; Zona de transigéo ciliar: TZ; Sistema de transporte intraflagelar
(ITF). Adaptado de Anvarian et al. 2019.

O sistema de transporte intraflagelar (ITF), baseado em proteinas motoras
(cinesina e dineinas) e nos microtlbulos do axonema, permite transportar cargas ciliares,
como, por exemplo, recetores especificos, do corpo da célula para a ponta do cilio
(transporte anterdgrado) e da ponta do cilio para o corpo da célula (transporte retrégrado).
Ap0s esse transporte, as cargas podem ser degradadas ou recicladas. Os cilios também
podem liberar ectossomas, eliminando material envolvido por membrana da superficie
do organelo. A funcdo dessas vesiculas extracelulares tem sido associada a manutencao
da integridade ciliar, ao equilibrio de eventos de sinaliza¢do intraciliares e/ou a

transmissao de sinais através das células (Anvarian et al. 2019).



1.3 O papel dos cilios primarios na Diabetes

E sabido que os cilios primarios desempenham fungdes vitais em variados
processos celulares, incluindo a manutengcdo da homeostase energética, a sinalizacao
pela insulina e a diferenciacéo de adipdcitos (Volta et al., 2017). A regulacdo dos genes
ciliares, que afeta as vias de divisao celular nos ilhéus pancreéticos, sugere um possivel
papel na replicacdo das células beta, essenciais para a producédo adequada de insulina
e para a preservacao da homeostase da glucose (Kluth et al., 2019).

No péancreas, os cilios primarios sao importantes para varios processos de
desenvolvimento e manutencao tecidual, como o crescimento celular, a formacdo de
vasos nas ilhotas, a secre¢cdo hormonal, a regulacdo de genes e a comunicagéo
intercelular. Disfuncdes ciliares afetam o equilibrio energético corporal, influenciando vias
metabdlicas e podendo estar relacionadas a doengas como ciliopatias, diabetes tipo Il e
outros disturbios metabdlicos (Ko et al., 2012; Hoey et al., 2012).

Nas células beta do pancreas, a atividade dos cilios depende do metabolismo
da glucose e da producdo de energia, sendo essencial para a entrada de calcio
estimulada pela glucose e a libertacdo de insulina. Dessa forma, os cilios primarios
parecem ndo ser totalmente imoveis, e seu movimento contribui para sua funcédo de
sensores no ambiente das ilhotas (Liu et al., 2022; Pablos et al., 2022).

Os cilios primarios ganharam destaque na pesquisa sobre diabetes apos a
descoberta de que a perda seletiva de cilios em células beta de camundongos causa
secrecdo prejudicada de insulina e intolerancia a glucose, indicando um papel importante
dos cilios nas principais vias funcionais dessas células (Gerdes et al., 2014; Volta et al.,
2019).

A disfungé&o dos cilios priméarios associa-se a um subtipo de individuos com DM2,
em geral caracterizado por uma massa normal ou ligeiramente aumentada de células
beta pancreaticas, hiperinsulinémia moderada e resisténcia a insulina no tecido muscular.
Além disso, alteragfes no sistema nervoso central (SNC) contribuem para o aumento do
apetite, enquanto a secre¢do inadequada de insulina nos ilhéus pancreaticos agrava a
tolerancia a glucose (Dludla et al., 2023).

No estudo de Gerdes et al. (2014), os autores demonstraram que a disfuncéo dos
cilios primarios em células B pancreaticas prejudica a secregéo de insulina e contribui
para o desenvolvimento da DM2 em modelos animais. Utilizando ratinhos deficientes

para 0 gene Bbs4, associado a ciliopatia de Bardet-Biedl, foi observado um
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comprometimento na resposta glicémica e na secre¢édo de insulina de primeira fase,
mesmo antes do aparecimento da obesidade. A integridade do cilio foi identificada como
essencial para o recrutamento do receptor de insulina e para a activagdo das vias de
sinalizag&o intracelular. Adicionalmente, modelos in vitro com deplecdo dos genes Bbs4
e Ofd1 confirmaram a importancia da estrutura ciliar na libertacéo de insulina estimulada
por glucose. O estudo também identificou uma redugdo no nimero de células 3 ciliadas
em ratos diabéticos, sugerindo que alteracbes nos cilios primarios podem estar
envolvidas na susceptibilidade ao desenvolvimento da DM2.

Recentemente, estudos tém demonstrado uma correlacdo entre disfuncdes
ciliares priméarias e disturbios metabdlicos, incluindo a DM2, com essa correlacdo
observada em condi¢gbes como a Sindrome de Alstrom e a Sindrome de Bardet-Bied|
(Hildebrandt et al., 2011). A compreenséo dos efeitos dos genes ciliares nas vias de
divisdo celular pode, assim, elucidar mecanismos moleculares subjacentes a DM2,
particularmente em relagéo a replicacdo e funcdo das células beta e a suscetibilidade a
diabetes. Esse conhecimento, por sua vez, pode contribuir para a identificagcdo de novos
alvos terapéuticos para a doenca.

1.4 Sinalizac&o atraveés do cilio: via Wnt

A via de sinalizacdo celular Wnt desempenha um papel crucial no
desenvolvimento embrionario, na regulagcéo da proliferacdo celular, na diferenciacéo e
na manutencdo da homeostase tecidual (Satir et al., 2007). Especificamente, a
sinalizacdo Wnt ¢ vital para a regulacdo da apoptose, migracéo celular e manutencéo
da estabilidade genética (Yadav & Patel, 2024). O termo "Wnt" deriva da combinagéo
entre “Wingless” (relacionado a auséncia de asas em moscas Drosophila) e “Int-1” (um
oncogene viral), e foram ja identificadas 19 proteinas Wnt e 10 recetores Frizzled em
mamiferos (Van et al., 2009).

Dada sua importancia, especialmente na resposta a estimulos metabdlicos, esta
via tem sido amplamente estudada em contextos de doencas complexas, como diabetes
e obesidade (Gerdes et al., 2014; Das et al., 2021). A sinalizagdo Wnt exerce papel
essencial em diversos processos biologicos, como a hematopoiese, a manutencgao diaria
da homeostase tecidual e a regeneracdo de pele, cabelo e unhas. Ela é vital para a

neurogénese em adultos e para a reparacao de células danificadas no figado e pulmao.
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Outras funcgdes cruciais da via Wnt incluem a regulacdo da apoptose, migragéo celular e
manutencdo da estabilidade genética (Yadav & Patel, 2024).

A Figura 3 ilustra as principais etapas das vias de sinalizacdo Wnt, destacando-
se a via canonica e as vias ndo canonicas, como é o caso da via de polaridade celular
planar (PCP) e da via de célcio intracelular Wnt/Ca?*, ambas fundamentais para a
regulacdo de varios processos celulares do desenvolvimento a arquitetura dos tecidos
(Vuong et al., 2023).

Na via candnica, os ligandos Wnt, como Wnt3A e Wntl, ligam-se aos recetores
Frizzled (FZD) e aos co-recetores LRP na membrana celular, desencadeando-se uma
cascata de sinalizacdo que culmina na estabilizacdo e translocacdo nuclear da [3-
catenina. No nucleo, a B-catenina associa-se a fatores de transcri¢do, como o LEF e TCF,
ativando a expresséo de genes alvo do Wnt e promovendo respostas celulares ligadas
ao crescimento e renovacao de células estaminais (MacDonald; He, 2012).

As vias ndo candnicas sdo independentes da B-catenina. A via PCP regula a
polarizacdo das células no plano de um epitélio ou dentro do tecido mesenquimal,
orientando estruturas celulares assimétricas, divisdes celulares e migracdo celular
(Axelrod, 2020). A ligagéo dos ligandos Wnt ao FZD e aos co-recetores ROR1/2 ativa a
proteina Disheveled (DVL), que, ao interagir com as GTPases, RHO e RAC, desencadeia
a ativacdo da cinase JNK. Esse processo resulta em alteragdes na organizacdo do
citoesqueleto, reguladas por fatores transcricionais como JUN e ATF2, essenciais para
o controlo da orientacdo e mobilidade celular (Bengoa-Vergniory et al., 2015; Nie et al.,
2021; Sharma; Pruitt, 2020).

A ativacdo da via Wnt/Ca2+ ocorre pela ligacdo de ligandos Wnt ao recetor
Frizzled 3 (FZD3), que, interage com proteinas G e o DVL ativando a fosfolipase C. Esta
ativacdo desencadeia um aumento da concentracéo intracelular de Ca?*. Esta via resulta
na ativacdo de diversas proteinas de sinalizagé&o que regulam processos como a adesao
e migracdo celular (Yu et al.,, 2024). Em mamiferos, a familia DVL conta com trés
isoformas principais: DVL1, DVL2 e DVL3 (Lee et al., 2008).

DVL1, DVL2 e DVL3 desempenham papéis essenciais na via de sinaliza¢cdo Wnt,
actuando como mediadores centrais tanto na via candnica (dependente de B-catenina)
como na via ndo canonica. Apesar de partilharem dominios estruturais semelhantes,
estas proteinas apresentam expressao diferencial nos tecidos e fungfes especificas.
DVL1, em particular, medeia sinais fundamentais para o desenvolvimento embrionario,

homeostase tecidual e controlo da proliferacdo celular. Estudos recentes demonstram
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gue a sinalizagdo Wnt esta intimamente relacionada com a integridade e funcionalidade
dos cilios primérios, os quais actuam como plataformas organizadoras para o trafego e
activacao de proteinas sinalizadoras, incluindo os componentes da via Wnt. Nos cilios
primarios, as proteinas DVL s&o recrutadas para transduzir o sinal apos o
reconhecimento do ligando Wnt pelos receptores Frizzled e co-receptores como LRP5/6,
promovendo a estabilizacdo ou inibicdo da f3-catenina, dependendo do contexto celular
e da via activada (Sharma et al., 2021).

Embora o papel de DVL1 no citoplasma, como centro de sinaliza¢cdo Wnt, esteja
bem caracterizado, a sua funcdo nuclear tem sido menos explorada. No estudo de
Sharma et al. (2021), foi demonstrado que DVL1 também actua como regulador
transcripcional no ndcleo de células tumorais de mama triplo-negativo (TNBC), onde se
associa a regides cromatinicas enriquecidas com a marca epigenética repressora
H3K27me3 e com a metiltransferase EZH2. Estes achados sugerem que DVL1 pode
modular directamente a expressao génica. Considerando que os cilios primarios séo
cruciais para a coordenacao espacial da sinalizacdo Wnt, disfuncdes na ciliogénese ou
no trdfego de DVL podem comprometer tanto a sinalizacdo como a transcricdo génica
mediada por DVL1, com potenciais implicacbes em patologias como o0 cancro e a
diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

(A) Sinalizacao Wnt ativa (B) Wnt/PCP (@) Wnt/Ca‘2+
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Figura 3: Visdo geral da via de sinalizagcdo Wnt. Adaptado de Sharma; Pruitt, 2020.
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Wnt: Proteinas da familia Wnt, que atuam como ligantes nas vias de sinalizacéo. FZD: Frizzled —
recetores na superficie celular para os ligantes Wnt. LRP: Proteinas recetoras relacionadas a
lipoproteina de baixa densidade, atuando como co-recetores na via Wnt. CK1: Caseina quinase
1 — enzima que fosforila e ativa os recetores na via candnica Wnt. GSK3B: Glicogénio sintase
quinase 3 beta — enzima chave na fosforilacédo e ativacéo da via candnica Wnt. DVL: Disheveled
— proteina sinalizadora que coordena a ativagdo das vias candnica e PCP. B-catenina: Proteina
que se acumula no citoplasma e transloca-se para o nucleo, ativando a transcricdo de genes alvo
na via canodnica. Axina: Proteina estrutural que compde o complexo de destruicao da B-catenina.
APC: Antigénio de polipose adenomatosa — regula o complexo de destruigdo da B-catenina. LEF:
Fator intensificador linféide — fator de transcricdo que forma complexo com a B-catenina no nucleo.
TCF: Fator de células T — trabalha com B-catenina para ativar a transcricdo de genes Whnt.
CBP/p300: Coativadores de histonas — proteinas que auxiliam na ativagdo da expresséo génica.
BCL9: Proteina associada a B-catenina, que auxilia na ativacdo de genes alvo. PCP: Plano de
polaridade celular — caminho alternativo de sinalizagdo Wnt, independente da B-catenina. ROR1/2:
Recetores de tirosina quinase — co-recetores na via Wnt/PCP. GTPases: Enzimas que transmitem
sinais para reorganizacdo do citoesqueleto. RHO e RAC: Pequenas GTPases que promovem a
reorganizagéo do citoesqueleto. JNK: Cinase N-terminal de c-Jun — cinase ativada na via PCP
que regula genes de resposta ao stress. JUN: Fator de transcri¢cdo ativado na via PCP, essencial
para respostas transcricionais. ATF2: Fator de transcricdo ativador — participa na regulacéo
transcricional em resposta a sinalizagdo PCP.

Embora o papel dos cilios na transdugéo do sinal Wnt ainda gere controvérsia,
existem estudos que evidenciam o envolvimento dos cilios na regulacdo desta via
(Wheway et al., 2018). Por exemplo, observou-se que a proteina ciliar INVS inibe a via
canonica do Wnt (Simons et al., 2005) e a proteina ciliar NPHP3 esta também envolvida
nesta via (Bergmann et al., 2008). Diversos estudos, envolvendo mutac¢des em diferentes
genes que codificam proteinas ciliares, muitas associadas a ciliopatias, mostram que os
cilios primarios parecem estar envolvidos na atenuacao da via Wnt canonica (Lee, 2020).
Relativamente a via ndo candénica PCP a ciliogénese parece ser fundamental para esta
via de sinalizacéo, (Logan et al., 2004).

Disfuncdes nas vias de sinalizacdo Wnt, resultantes de hipo ou hiperativacao
por alteragBes genéticas ou epigenéticas, estdo implicadas em uma ampla gama de
condigbes patoldgicas, incluindo cancro, diabetes mellitus, Alzheimer, Parkinson,
osteoartrite e enfarte do miocardio, além de distUrbios de desenvolvimento como defeitos
congénitos e anomalias no desenvolvimento de 6rgaos e tecidos (Anvarian et al., 2019).
Dada a relevéancia funcional desta via e a sua associagdo com a patogénese de diversas
doencas, a via de sinalizacdo Wnt tem emergido como um foco significativo de pesquisa

na ultima década (Ng et al., 2019).
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1.5 Retinopatia Diabética e o papel dos cilios primarios

O epitélio pigmentado da retina (RPE) esta localizado na retina, que é a camada
sensorial do olho responsavel por captar a luz e transforma-la em sinais nervosos que
s&o enviados ao cérebro para formar imagens. O epitélio pigmentado da retina (RPE)
possui uma arquitetura polarizada, constituido por uma monocamada de células que esta
localizada na parte mais externa da retina, adjacente a camada de fotorrecetores, e a
uma superficie basal de matriz extracelular especializada, conhecida como membrana
de Bruch e a coroide, a Figura 4 ilustra a o olho e retina.

De entre as multiplas fungdes que desempenha essenciais para a manutengao
da homeostase e fungido visual da retina, o RPE tem um papel importante na
internalizacdo dos segmentos externos dos fotorrecetores (POS) sobrejacentes como
parte do ciclo visual diario. Durante o ciclo visual, os POS dos fotorrecetores sao
fagocitados pelo RPE para remogao dos segmentos desgastados e reciclar componentes
celulares necessarios para a funcao dos fotorrecetores. Essa fagocitose é essencial para
a renovagao e manutengao dos fotorrecetores, a garantir a eficiéncia do sistema visual.

Também € responsavel pelo transporte de nutrientes, ides e agua entre a
coroide e os fotorrecetores, o metabolismo bem como a secrecdo de hormonas de
crescimento endotelial (manutencdo da vasculatura retiniana) e esta envolvido na
formagao de uma barreira seletiva hemato-retiniana externa (Lakkaraju et al. 2020). Esta
variedade de fungdes fica comprometida aquando da degeneragéo e/ou disfungao de
células RPE. Assim, contribui para o surgimento de retinopatias, como a retinopatia
diabética (RD).
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Figura 4: Representacdo esquematica do olho e retina. A retina localiza-se na parte posterior do
olho. As células epitelias pigmentadas da retina organizam-se em monocamada entre a
membrana de Bruch e os fotorecetores da retina. Adaptado de Yang et. al, 2021.

A disfungdo do transporte de nutrientes nesse epitélio gera agregados
extracelulares insoluveis, resultando na sua degeneragédo o que posteriormente, atinge
os fotorrecetores. Desta forma, propicia o surgimento de deficiéncia visual e patologias
da retina (Sun et al., 2021).

A degeneragéao e/ou disfungéo de células RPE levam ao comprometimento da
barreira hemato-retiniana o que afeta a difusao celular, o transporte ativo € o metabolismo.
Assim, contribui para o surgimento de retinopatias, como a retinopatia diabética (RD). A
disfungdo do transporte de nutrientes nesse epitélio gera agregados extracelulares
insoluveis, resultando na sua degeneragéo e posteriormente, atinge os fotorrecetores.
Desta forma, propicia o surgimento de deficiéncia visual e patologias da retina (Sun et
al., 2021).

E concebivel dizer que essas alteragdes do RPE estdo influenciadas pela
presenca de cilios primarios em sua superficie. A utilizacdo desta linha celular hTERT
RPE-1 tem como vantagens a capacidade de proliferagdo continua e diminuicdo dos
efeitos de senescéncia celular, ja que sao imortalizadas. Além de conferir caracteristicas
morfoldgicas e funcionais das células RPE primarias, com facilidade de visualizagdo do
seu citoesqueleto. Todas estas funcionalidades levaram as células hTERT RPE-1 para o

estudo do papel dos cilios em resposta ao metabolismo da glucose.
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1.6 Sinalizac&o Wnt e retinopatia diabética

Ha evidéncias crescentes de que a via de sinalizacdo Wnt desempenha um
papel significativo no surgimento da aterosclerose e no envelhecimento vascular
(Sanabria-de la Torre et al., 2022; Sharma et al., 2022). Nesse contexto, as alteragbes
vasculares em nivel ocular, como a retinopatia diabética, representam a principal causa
de cegueira prematura em pacientes com diabetes tipo 2. A Figura 5 ilustra a sinalizag&o
Whnt na retinopatria diabética.
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I
I

Via WNT independente de B-Catenina |
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| Via Nao Canénica
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Via Nao Canénica PCP
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Stress oxidativo e nitrosativo
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Angiogénese

Retinopatia Diabética

Figura 5: Esquema ilustrando a sinalizagao Wnt na retinopatia diabética. Adaptado de Sharma
et al., 2022.

O desequilibrio na via Wnt, especialmente na via Wnt candnica, resulta em
stress oxidativo e na superexpressao de fatores angiogénicos e inflamatérios. Os
recetores Frizzled 4 e 7, juntamente com as proteinas LRP5 e LRP6, associadas ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL), apresentam-se aumentados em
casos de neovascularizacdo patolégica em modelos experimentais de retinopatia em
camundongos. Além disso, foi observado um aumento nos niveis de p-catenina na retina
de pacientes com retinopatia diabética em comparacgéo a doadores néo diabéticos (Chen,
et al., 2011; Chen; Ma et al., 2017).

Embora a pesquisa sobre o papel especifico dos cilios primarios na retinopatia

diabética ainda esteja em estagio inicial, estudos sugerem alteracdes estruturais e
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funcionais nas células epiteliais da retina (RPE), resultando em comprometimento da
barreira hemato-retiniana, o que, por sua vez, afeta o transporte ativo e o metabolismo
local (Sun et al., 2021). A fun¢&o dos cilios primarios, reconhecidos como plataformas
sensoriais para a transducao de sinais, vem sendo cada vez mais associada a regulagao
da via Wnt e a modulagéo de respostas celulares ao stress metabdlico (Komiya & Habas,
2008; Mehta et al., 2021; Gerdes et al., 2014; Volta et al., 2019).

Com base nessas evidéncias, o presente estudo busca investigar a influéncia
dos cilios primarios na sinalizacdo Wnt em condi¢cdes de hiperglicémia e stress
metabdlico, visando proporcionar uma compreensao mais detalhada da fisiopatologia da
diabetes e da obesidade, bem como identificar possiveis alvos terapéuticos.

A escolha da proteina DVL1 como foco da investigacéo justifica-se pela sua
atuacao central na transducgéo dos sinais da via de sinalizagdo Wnt, tanto nos seus ramos
canbénico como nao canonico, sendo uma molécula adaptadora essencial para a
propagacdo de estimulos extracelulares que regulam a proliferacdo, diferenciacdo e
manutencdo da homeostase celular. A DVL1 desempenha um papel particularmente
relevante na organizacao do trafego intracelular dos componentes da via Wnt no interior
dos cilios primarios, estruturas que funcionam como plataformas sensoriais para a
coordenacgdo espacial dessas sinalizacdes. Estudos recentes demonstraram que, para
além da sua funcdo citoplasmatica classica, a DVL1 actua também como regulador
transcricional no nudcleo, interagindo com marcas epigenéticas associadas a repressao
génica, 0 que sugere a sua participacdo em respostas celulares complexas, incluindo
aquelas activadas em condicBes de stress metabdlico, como a hiperglicémia. A sua
expressao diferencial nos tecidos e a sua localizacdo nos cilios primarios destacam-na
como uma proteina-chave na interface entre a disfuncdo ciliar e a desregulacdo

metabdlica observada na diabetes mellitus tipo 2 e na retinopatia diabética.
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2. OBJETIVO

Investigar o papel dos cilios primarios na regulacdo metabdlica e na manutencéo

da homeostase energética, com foco na influéncia dessas estruturas na fisiopatologia da

diabetes e da obesidade, especialmente em condi¢gbes de stress metabdlico.

2.1 Objetivos Especificos

Analisar o impacto do stress metabdlico na formacéo de cilios primarios em
células epiteliais da retina (h-TERT-RPE1l), a considerar diferentes
concentracoes de glucose com e sem suplementacao de soro fetal bovino (FBS).
Avaliar a influéncia dos cilios priméarios na modulagdo da via de sinalizagédo Wnt,
em resposta a altas concentragdes de glucose.

Investigar a expressao do gene DVL1 e de outros genes-alvo da cascata de
sinalizacdo Wnt em células da linha epitelial da retina (h-TERT-RPE1) para
compreender a relagdo entre a presenca e o perfil dos cilios e a regulagéo da

via Wnt em condic¢des de hiperglicémia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Condic¢des de cultura celular

Para a realizagdo de protocolos dos ensaios experimentais, utilizamos a
linhagem de células epiteliais pigmentadas da retina humana, imortalizada com
Telomerase Reverse Transcriptase (hTERT-RPE-1) (ATCC, EUA). As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM enriquecido com F12 e GlutaMAX (Thermo Fisher
Scientific, EUA), que contém aminoacidos, vitaminas, glucose, zinco, ferro e diversos
outros componentes que permitem o crescimento de hTERT-RPE-1, suplementado com
10% de Soro Bovino Fetal (FBS) e com 3,5% (v/v) bicarbonato de sddio. Foi realizada a
passagem de células a cada 3 dias, de modo a que as células estivessem confluentes e
em divisao.

Durante a passagem, o meio de cultura foi inicialmente removido, e as células
foram lavadas duas vezes com 5 mL de DPBS (1x) ( Thermo Fisher Scientific, EUA)
(137,9 mM, NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4 e 1,5 mM KH2PO4 pH 7-7,3) para
lavar o meio e ides (Mg2+ e Ca2+) que interferem com a actividade enzimatica da
tripsina-EDTA 0,05% (v/v). De seguida, adicionaram-se 1000 pL de tripsina-EDTA,
distribuidos uniformemente pela placa de cultivo (100 mm de didmetro), e o excesso foi
removido. A placa foi incubada na estufa Snijders CO190TC-20 (Snijders, Paises Baixos)
a 37 °C, com 5% de CO, e aproximadamente 80% de humidade relativa, durante cerca
de trés minutos, permitindo que as células se desancorassem.

Posteriormente, as células foram ressuspensas em meio de cultura fresco e
semeadas numa nova placa na proporgao de 1:8. Aincubagao prosseguiu nas condi¢oes
descritas até a préxima subcultura. Todo o procedimento foi realizado sob condicbes de
esterilidade, utilizando uma camara de fluxo laminar vertical Danlaf VFRS 1206. Para os
ensaios experimentais que exigiam um numero especifico de células, estas foram
contadas num hemocitémetro e plaqueadas na quantidade exata. As células foram
observadas no microscépio de contraste de fase invertido Olympus CK40 (Olympus,
Japao) e fotografadas com camara compacta CAMEDIA C- 4040ZO0M (Olympus, Japao)

e com a camara do telemével Iphone 12 Pro.
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3.2 Protocolo experimental

Para avaliar o impacto dos niveis de glucose e da presenca de cilios primarios
nas células cultivadas, foram realizadas diferentes condigbes experimentais com a
linhagem celular hTERT-RPE-1. As células foram inicialmente plagueadas a uma
densidade de 2 x 10* células por poco em placas de 24 pogos, utilizando 500 uL de meio
de cultura DMEM-F12 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) e 5mM de
glucose. Apds incubacgao inicial de 24 horas a 37 °C com 5% de CO,, o meio foi
substituido por meio fresco com as mesmas condi¢gdes (DMEM-F12 + 5mM de glucose).
As células permaneceram nesse meio por mais 48 horas, com substituicdo do meio a
cada 24 horas em meio 5mM de glucose. Posteriormente, os pogos foram divididos em
dois grupos experimentais com condigdes especificas denominados Grupo 1 e Grupo 2
(Figura 6).

Grupo 1 Grupo 2
Indugao de cilios e apds modificagdo Modificagao das concentragdes de
das concentragdes de glucose glucose e apds indugao de cilios

= 5mMde glucose (normal)

= 25 mMde glucose (hiperglicémia)
= 20 mM de manitol + 5 mM de glucose

(controlo osmético)

Figura 6: Figura esquematica do Protocolo Cultura celular (células hTERT- RPE1).

3.2.2 Grupo 1: Avaliacao da ciliogénese

No primeiro grupo, o objetivo foi avaliar o impacto da auséncia de FBS no
estimulo a ciliogénese e o efeito de diferentes concentragdes de glucose. O objetivo de
cultivar as células sem FBS foi estimular a formacao de cilios primarios. Apds 48 horas

iniciais de cultivo, os pogos foram divididos em dois subgrupos: metade recebeu 10%
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de FBS e a outra metade n&o (auséncia de FBS). Apos 24 horas nestas condigdes (72
horas de experimento no total), os meios de cultura foram novamente substituidos,

criando seis condic¢des distintas em cada subgrupo.

= DMEM-F12 com 5mM de glucose, mantidas com 10% de FBS.

= DMEM-F12 com 25mM de glucose, mantidas com 10% de FBS.

= DMEM-F12 com 20mM de manitol + 5mM de glucose, mantidas com 10% de
FBS.

= DMEM-F12 com 5mM de glucose, na auséncia de FBS.

= DMEM-F12 com 25mM de glucose, na auséncia de FBS.

= DMEM-F12 com 20mM de manitol + 5mM de glucose, na auséncia de FBS.

As células permaneceram nestas condi¢des durante mais 24 horas (totalizando
96 horas). Ao final deste periodo, as células foram fixadas e processadas para analise
em microscopia de fluorescéncia.

A condicdo DMEM-F12 com 25mM de glucose (concentrada) esta associada a
condigbes patolégicas como diabetes e obesidade (Maugeri et al., 2017). O grupo
DMEM-F12 com 20mM de manitol + 5mM de glucose foi usado como controlo para
avaliar o impacto do stress osmaético causado por concentragdes elevadas de glucose,

uma vez que o manitol ndo é metabolizado pelas células (Bowman et al., 1977).

3.2.1 Grupo 2: impacto do FBS

No grupo 2, os seis pogos foram mantidos em meio de cultura DMEM-F12
suplementado com 10% de FBS e 5 mM de glucose durante as primeiras 48 horas, com
troca do meio a cada 24 horas. Ap6s 48h, a placa foi separada em trés subgrupos de
acordo com a variagado de concentracédo de glucose: 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol
+ 5 mM de glucose, todos com FBS. Em 72 horas, metade dos pogos receberam FBS
enquanto a outra metade permaneceu na auséncia de FBS10%. Entao, os pogos foram

divididos conforme a Figura 7.
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Figura 7: No grupo de estudo 1 utilizamos 6 pogos e o cultivo celular foi feito em meio DMEM-
F12 com 5mM de glucose.

Troca do meio as 24h e 48h. Apds 48 horas, foi-se trocado o meio, 3 pogos com DMEM-F12 com FBS
10% + 5mM glucose e os demais com DMEM-F12 sem FBS. Com 72 horas, frocamos 0 meio e
colocamos com diferentes concentragdes de glucose (5mM, 25mM e 20mM manitol + 5mM de glucose.
Fixacéo das células apds 96 horas.

No grupo 2, todos os seis pogos foram inicialmente mantidos em meio de cultura DMEM-F 12 suplementado
com 10% de FBS e 5 mM de glucose por 48 horas, com troca do meio a cada 24 horas. Apds esse periodo,
os pogos foram divididos em trés condicdes de tratamento: 5 mM de glucose, 25 mM de glucose e 20 mM
de manitol + 5 mM de glucose, sendo que para cada condi¢do, um poco permaneceu com 10% de FBS e
0 outro recebeu meio sem adigéo de soro. As 72 horas, foi realizada a indugéo da ciliogénese por meio da
remogao do FBS nos pogos previamente cultivados com soro. A fixagao celular foi realizada ap6s 96 horas
do inicio do experimento. Cada pogo foi previamente semeado com 2 x 10* células.

No primeiro grupo, as células foram inicialmente cultivadas em meio DMEM-F12
contendo 5 mM de glucose e suplementado com soro fetal bovino (FBS), com o objectivo
de induzir a formagao dos cilios primarios. Apos esta etapa, as concentragdes de glucose
foram modificadas, sendo as células expostas a trés condi¢des distintas: DMEM-F12 com
5 mM de glucose com FBS (condicdo normoglicémica), DMEM-F12 com 25 mM de
glucose com FBS (condigéo hiperglicémica) e DMEM-F12 contendo 20 mM de manitol e
5 mM de glucose com FBS (controlo osmatico).

No segundo grupo, as células foram inicialmente submetidas a variacao das
concentragdes de glucose, utilizando os mesmos trés meios descritos anteriormente:
DMEM-F12 com 5 mM de glucose com FBS, DMEM-F12 com 25 mM de glucose com
FBS e DMEM-F12 com 20 mM de manitol mais 5 mM de glucose com FBS. Apds o
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periodo de exposigcédo as diferentes condi¢des glicémicas, procedeu-se a indugédo dos
cilios primarios, através da remog¢ado do FBS. Para tal, as células foram mantidas em
meio DMEM-F12 isento de FBS, contendo, respectivamente, 5 mM de glucose
(normoglicémia), 25 mM de glucose (hiperglicémia) ou 20 mM de manitol + 5 mM de
glucose (controlo osmotico).

As células permaneceram nestas condi¢des durante mais 24 horas (totalizando
96 horas). Ao final deste periodo, as células foram fixadas e processadas para analise

em microscopia de fluorescéncia.

3.2.3 Fixag¢éao e Anélise

Apo6s o periodo experimental de 96 horas, as células foram fixadas com 500l
de metanol a — 200C , durante 10 minutos. No final da fixacdo as células foram lavadas
duas vezes com PBS 1x com agitacao a temperatura ambiente durante 5 minutos. As
amostras foram posteriormente lavadas trés vezes com PBS para remocao de residuos.
As células fixadas foram processadas para analise em microscopia de fluorescéncia, com
o objetivo de avaliar a presencga de cilios primarios e as respostas celulares as diferentes
condigbes de glucose e FBS.

Em seguida fixaram-se as células com. Para bloquear ligagdes nao especificas,
as amostras foram incubadas com 300ul de BSA 3% em PBS 1x durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as células foram incubadas com 30 pL de
anticorpo primario diluido em BSA 3% (ver tabela de diluicdes usadas para cada
anticorpo), durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos esta incubagéao foram feitas trés
lavagens com 500ul de PBS(1X), 5 minutos com agitagao, e de seguida, adicionados 30
ML de anticorpos secundarios diluidos na solu¢ao de bloqueio (ver tabela para diluigbes
utilizadas) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, no escuro. As células foram
novamente lavadas trés vezes com 500ul PBS(1X), durante 5 minutos com agitagéo a
temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, o DNA foi marcado com DAPI (1
pMg/mL), tendo a incubagéo ocorrido a temperatura ambiente durante um minuto, sem
exposicao a luz. As células foram lavadas trés vezes com 500ul PBS(1x).

A montagem das lamelas foi feita em Iaminas de vidro com 4 pL de meio de
montagem Vectashield (Vector Laboratories, EUA). As Iaminas foram observadas no

microscopio Olympus BX41 (Olympus, Japao), com uma objetiva de imersao de éleo de
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60X.
Para a captura de imagem, foi utilizada a camara DMK 23U274 (The Imaging
Source, Alemanha) e o software IC Capture 2.4 (The Imaging Source, Alemanha). As

imagens foram processadas com o software Imaged 1.53t (NIH, EUA).

3.2.4 Controlo experimental

Foram incluidas condi¢des de controlo para distinguir os efeitos metabdlicos
da glucose do impacto osmotico. O uso de 20mM de manitol + 5mM de glucose constitui
um controlo do stress osmoético, uma vez que as membranas celulares sao pouco

permeaveis ao manitol.

3.3 Microscopia de Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia € uma técnica que permite obter informacdes sobre a
localizagdo de moléculas especificas na estrutura celular. Para tal, as células sao
incubadas com anticorpos primarios especificos para a molécula-alvo em estudo. A
ligacdo estabelecida entre o anticorpo primario e o antigénio € subsequentemente
detetada através da incubacéo da amostra com um anticorpo secundario especifico para
a imunoglobulina, conjugado com um fluoréforo. Este conjugado gera um sinal visivel,
que pode ser observado por microscopia de fluorescéncia (Suvarna et al., 2013;
Donaldson et al., 2015).

3.4 Protocolo de Imunofluorescéncia

Os meios de cultura foram removidos de cada poco, e as células foram lavadas
duas vezes com 500 pL de PBS 1x. Em seguida, as células foram fixadas com 500 pL
de metanol a -20°C durante 10 minutos. Ap6s a fixagao, foram lavadas novamente duas
vezes com PBS 1x, com agitagdo a temperatura ambiente por 5 minutos. Para bloquear
ligagbes néo especificas, as amostras foram incubadas com 300 yL de BSA a 3% em
PBS 1x durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as células foram
incubadas com 30 uL de anticorpo primario diluido em BSA a 3%, de acordo com as
diluigdes indicadas na tabela, durante 1 hora a temperatura ambiente.

Apods a incubagao com o anticorpo primario, as células foram lavadas trés vezes
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com 500 pL de PBS 1x, com agitagdo durante 5 minutos por lavagem. Posteriormente,
foram adicionados 30 uyL de anticorpo secundario diluido na solugdo de bloqueio,
conforme as diluicbes especificadas, e as células foram incubadas por mais 1 hora a
temperatura ambiente, no escuro. Apds essa incubacao, as células foram novamente
lavadas trés vezes com 500 pL de PBS 1X, com agitagao durante 5 minutos por lavagem,
no escuro. O DNA celular foi marcado com DAPI (1 pg/mL), com uma incubagao a
temperatura ambiente por 1 minuto, sem exposicao a luz. Apdés a marcagcdo com DAPI,
as células foram lavadas trés vezes com 500 uL de PBS 1X.

As lamelas foram montadas em laminas de vidro utilizando 4 uL de meio de
montagem Vectashield (Vector Laboratories, EUA). As laminas foram entdo observadas
no microscopio Olympus BX41 (Olympus, Japao), equipado com uma objetiva de
imersao em 6leo de 60x. As imagens foram capturadas utilizando a camera DMK 23U274
(The Imaging Source, Alemanha) e o software |IC Capture 2.4 (The Imaging Source,

Alemanha), e o processamento foi realizado com o software ImageJ 1.53t (NIH, EUA).

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios utilizados nos ensaios de microscopia de
fluorescéncia, com indicagao do animal onde foi produzido, diluicao utilizada e
fabricante.

Anticorpo Produzido em Diluicéo Fabricante
Anticorpos primarios
Anti-DVL1 Ratinho 1/75 Sigma-Aldrich
Anti-acetil-a-tubulina Ratinho 1/100 Sigma-Aldrich
Anti-pericentrina Coelho 1/200 Abcam
Anti-ARL13B Coelho 1/500 Abcam
Anticorpos secundarios
Antl-Ragggo Alexa Cabra 1/500 ThermoFisher Scientific
Anti-Coelo Alexa Cabra 1/500  ThermoFisher Scientific

3.5 Extracdo de RNA

Numerosas metodologias para extrair RNA total das células eucariotas com
eficiéncia e qualidade estao disponiveis. As células sao lisadas com o auxilio de tampdes
de lise que contém agentes caotrépicos, detergentes e substancias que quebram

ligacdes persulfureto para desnaturar as RNAses. Os organelos e fragmentos de células

26



lisadas ou danificadas s&o removidos por centrifugagéo e a purificagdo normalmente é
feita com a utilizac&o de solventes organicos como fenol e cloroférmio (Farrel, 2010).

Uma alternativa a extragcdo fenol-cloroférmio é a técnica através de colunas
cromatograficas baseadas em silica, que possuem afinidade para os acidos nucleicos,
entre eles o0 RNA. Estes sdo disponibilizados em kits comerciais.

Para isolar o RNA total das células hTERT-RPE-1, utilizamos 2 placas de 6
pocos, tendo cada pogo 1x 10° células, em 2 mL de meio de cultura DMEM-F12 + FBS
10% a 5 mM de glucose. Todos os pogos permaneceram neste meio, sendo substituido
a cada 24 horas. Apos 48 horas de cultura, realizamos experiéncias como descrito
anteriormente (ver Figura 8). Assim sendo, as células estavam prontas para iniciarmos o
protocolo de extragdo de RNA e Reacao de Cadeia de Polimerase (PCR).

Com o objetivo de extrair RNA total a partir das células hTERT-RPE-1,
removemos o0 meio de cultura e as células foram lavadas com 1ml de PBS 1x, para retirar
0 meio residual.

As células foram raspadas mecanicamente da placa de Petri com um raspador
e transferidas para microtubos e as células foram recolhidas por centrifugagdo 500 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado.
O pellet de células foi ressuspendido em 350 uL de solugdo tampédo de lise com [3-
mercaptoetanol fornecido com o kit e procedeu-se a homogeneizacdo da mistura
utilizando uma seringa com uma agulha (19 a 21 gauge). Em seguida, adicionou-se 350
ML de etanol (70 %) e misturando a amostra com o auxilio de uma pipeta e posteriormente
vortexeando-a por 30 segundos para a homogeneizar. Subsequentemente até 700 uL de
lisado celular foram aplicados na coluna HiBind RNA Mini Columna para purificacao. A
coluna é em seguida centrifugada 10 000 x g 1 minuto a temperatura ambiente e o eluido

descartado tendo o RNA ficado ligado a matriz da coluna.
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hTERT RPE-1
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\

96h

DMEM-F12
+FBS/-FBS
SmM/25mM/ 20+5
mM Glu

Oh 24h 48h 72h
Cultura DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12
1 celular +FBS Glu +FBS Glu +FBS/-FBS
Glu 5mM 5mM 5mM Glu 5mM
Cultura DMEM-F12 DMEM-F12 DMEM-F12
2 celular +FBS Glu +FBS Glu +FBS 5mM/25mM/
Glu 5mMm 5mM 5mM 20+5 mM Glu

DMEM-F12
+FBS/-FBS
SmM/25mM/ 20+5
mM Glu

Figura 8 :Esquema do protocolo de PCR e a configuragdo dos meios de acordo com o tempo. Preparagéo de
cultura celular semelhante ao protocolo de imunofluorescéncia. Foram cultivadas 1 x 10° células por pogo.

Este passo foi repetido tantas vezes quanto necessarias para processar todo o

volume da amostra. A coluna foi lavada com 500uL de solugao tampéao de lavagem 1 e

centrifugada durante 30 segundos a 10 000 x g tendo-se desprezado o eluido. A coluna

€ em seguida lavada com o tampao 2 e centrifugada durante um minuto a 10 000 x g

tendo-se desprezado novamente o eluido. Este ultimo passo foi repetido mais uma vez.

Em seguida procedeu-se a remocgao total de tampéo da coluna pelo e que esta foi

centrifugada a velocidade maxima da centrifuga Eppendorff. Em seguida procedeu-se a

eluicdo do RNA a partir da matriz da coluna que foi lavada com 30pL de agua bidestilada

(RNase free) recolhidos num microtubo. No final o RNA foi quantificado com recurso

NanDrop, tratado com DNase | (Fermentas) e guardado a -80°C até ser utilizado.
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3.6 Protocolo de PCR

A andlise da expressdo dos genes em estudo (Myc, Otx2 e Mitf) foi feita por
PCR (Polymerase Chain Reaction) semi-quantitativo adaptado de Meadus (2003).

A quantidade de cDNA foi sintetizado a partir de um molde de mRNA, obtido
através de uma reacdo catalisada pelas enzimas Transcriptase Reversa e a DNA
polimerase. A quantidade de cDNA a utilizar foi primeiro normalizada apds a realizacao
de um PCR para permitir amplificar, em condi¢cbes ndo saturantes, os transcritos dos
genes em estudo.

A composicdo da mistura de PCR utilizada esta descrita na Tabela 2 e as
sequéncias dos primers utilizados encontram-se na Tabela 3. A reacdo de PCR foi
realizada num termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Alemanha), nas

condi¢des indicadas na Tabela 4.

Tabela 2: Reagentes e os volumes na reagao de PCR

Reagentes utilizados Volume adicionado
Tamp_ao de reacéo ;Ox 2a4ul
(fornecido com a enzima)
MgCl, 50 mM 1L
(fornecido com a enzima)
dNTPs Mix 25 mM 0,5a1puL
Primer forward (10 uM) 1L
Primer reverse (10 uM) 1L
DNA Polimerase Supreme NZYTaq |l 0,5 uL
cDNA 0,5uLa1puL
Agua bidestilada Até 15 pL

Tabela 3: Gene estudado, sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados.

Gene Primer Sequéncia (5' — 3")
Myc Forward TAGTGGAAAACCAGCAGCCTC
Reverse GAAGCCGCTCCACATACAGT
Mitf Forward ACCGCTGAAGAGCAGCAGTT
Reverse TTGGGCTTGCTGTATGTGGT
Otx2 Forward AAATTGCTAGAGCAGCCCTC
Reverse CAGGGCCCCGGGTAG
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Tabela 4: Reacao de PCR e as condigbes utilizadas.

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 4 min 1
Desnaturacdo 95°C 30s 30
Hibridacao 53 a55°C 30s 30
Extenséo 72°C 30s 30
Extensao final 72°C 10 min 1

Para cada experiéncia otimizou-se o nimero de ciclos a utilizar de modo que a
amplificacdo de cada um dos produtos de PCR obtidos fosse realizada em condi¢des

nao saturantes.

A andlise dos produtos de PCR obtidos foi feita através de uma eletroforese em
gel de agarose a 1% (m/v). Os géis foram preparados adicionando o volume apropriado
de tampao TAE 1x (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a agarose e aquecendo
até que esta se dissolvesse na totalidade. Apds arrefecimento, foi adicionado 1 yL de
GreenSafe Premium por cada 100 mL de gel. As amostras foram preparadas através da
adicdo do volume apropriado de solucdo de amostra (glicerol 30% (v/v), azul de
bromofenol 0,25% (m/v)) e foram, de seguida, aplicadas no gel, assim como o marcador
de massa molecular NZYDNA Ladder VI. A migracao eletroforética decorreu em tampéao
TAE 1x, a 100 V e por cerca de 1 h, com recurso a uma fonte de tenséo BioRad PAC300
(BioRad, EUA).

3.6 Analise de dados

Para quantificacdo das imagens de imunofluorescéncia foi utilizado o software
CellProfiler (Broad Institute, USA). Para quantificagdo das bandas correspondentes ao
DNA obtidas pelo protocolo de PCR foram observadas e fotografadas num
transiluminador UV Syngene GX-2020SL-E60 (Fisher Scientific, EUA). A quantidade dos
produtos de DNA amplificados por PCR foi estimada utilizando o “software” ImageJ. Para
validar os resultados experimentais obtidos procedeu-se a sua analise estatistica com
recurso ao Microsoft Excel (Microsoft, EUA). Considerou-se que uma amostra seria

significativamente diferente do controlo quando o valor de p obtido fosse inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Impacto de diferentes concentracdes de glucose na montagem de cilios
primarios em células hTERT-RPE-1

Como mencionado anteriormente, a disfuncdo dos cilios primarios tem sido
implicada com processos metabdlicos anormais, gerando desequilibrios no metabolismo
energeético, jA que em tecidos metabolicamente ativos, como o pancreas e o tecido
adiposo, esses organelos possuem papel crucial na regulacdo da diferenciacdo dos
adipdcitos, no armazenamento de gordura, na secrecdo de hormonas metabdlicas e
resisténcia a insulina. Assim sendo, o seu mau funcionamento podera contribuir para o
desenvolvimento da diabetes e obesidade (Volta et al., 2017; Kluth et al., 2019)

Pensa-se que os cilios primarios desempenham fungbes na modulacdo da
sinalizagcdo Wnt. Esta via tem uma rede complexa de proteinas, jA mais conhecida por
seu papel na embriogénese e no cancro, mas também é critica em processos fisiolégicos
normais, incluindo o crescimento, migracao e diferenciacéo celular. As diversas vias Wnt
(candnicas e ndo candnicas) estdo envolvidas na manutencdo desses processos
metabdlicos, com provavel influéncia da glucose. Pode-se dizer que todas essas vias
estdo envolvidas na manutencdo da saude da retina (Sharma et al., 2022).

Apos estudarmos a expressao da proteina DVL1 em células h-TERT-RPE-1,
sujeitas a diferentes concentragdes de glucose (5 mM, 25 mM e 20 mM manitol + 5 mM
glucose) e em diferentes condi¢des de indugéo da formagao de cilios, como descrito no
capitulo Materiais e Métodos. Analisamos por microscopia de fluorescéncia usando o
anticorpo anti- ARL13B, e quantificamos a presenca de cilios primarios Tabela 5, Tabela
5 e Figura 6).

No Grupo 1, observou-se que a ciliogénese foi mais eficiente nas amostras
cultivadas sem FBS. As percentagens de células com cilios variaram entre 17,33% e
38,39% nas analises sem FBS, enquanto nos pogos com FBS os valores foram
significativamente mais baixos, oscilando entre 2,26% e 13,24%. Estes resultados
indicam que a presenca de soro apos a indugéo de cilios podera inibir a manutenc¢ao da

ciliogénese.
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No Grupo 2, onde a exposigao a glucose precedeu a indugao da ciliogénese, os
resultados obtidos nas condicbes sem FBS também foram superiores, com um pico de
37,90% na primeira andlise e uma reducdo gradual nas analises seguintes. Nas
condigbes com FBS, os valores foram ainda mais baixos, variando entre 6,88% e 13,08%.

De um modo geral, a condicdo sem FBS favoreceu a formagao de cilios em
ambas as estratégias experimentais. A maior proporcéo de células ciliadas foi observada
na primeira analise do Grupo 2 sem FBS (37,90%), o que sugere que a ordem dos
eventos — neste caso, a variagcado da glucose antes da indugao dos cilios — podera

também influenciar positivamente a formacéao ciliar.

Tabela 5: Experiéncia 5 mM - Grupo 1 (inducao da ciliacao e apés modificacdo das
concentracdes de glucose).

Experiéncia (Grupo 1) Células com

5 mM NUumero de células cilios Percentagem
12 analise 112 43 38,39%
?grg 22 analise 169 57 33,73%
32 analise 150 26 17,33%
12 andlise 154 17 11,04%
COm 2eandlise 266 6 2,26%
32 analise 287 38 13,24%

Tabela 6: Experiéncia 5 mM - Grupo 2 (modificacao das concentragdes de glucose e
apos indugéo da ciliagao)

SEPETEMEIE (EIIpE 2] Numero de células CeIUI,aS com Percentagem
5mM cilios

12 andlise 124 47 37,90%
Sem Q@ A Al 0
FBS 22 analise 282 68 24,11%

32 andlise 154 20 12,98%

12 analise 153 16 10,46%
Com & amAl 0
FBS 22 analise 357 31 8,68%

32 andlise 107 14 13,08%
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A avaliacdo da presenca ou auséncia de cilios nas células submetidas as
concentragdes de glucose a 25 mM podem ser observadas a seguir (Tabela 7 e Tabela
8).

Quantificacfio de cilios nas células nio ciliadas e ciliadas — Grupo 1 e Grupo 2

ns

ns

20.0
ns

. ) i |
1

5mM G 25mM G SmM G + 20 mM 5mM G 25mM G 5mM G + 20 mM 5mMG 25mM G SmM G+ 20 mM 5mMG 25mM G 5mM G+ 20 mM

Figura 9: Representagao grafica da quantificagao de cilios nas diferentes concentrages de
glucose (Grupo 1 e 2) e subgrupos (nao ciliadas e ciliadas). A andlise estatistica esta feita
usando o 5mM de cada subgrupo como controlo experimental. Ns — n&o significativo.

No Grupo 1, quando as células foram submetidas a inducao de cilios antes da
alteracao glicémica, observou-se que a ciliogénese foi mais eficiente nas condigbes sem
FBS. As percentagens de células com cilios foram de 38,10%, 41,46% e 23,08% nas trés
analises consecutivas sem FBS, indicando uma ciliogénese relativamente consistente
nas duas primeiras analises, com uma ligeira diminuigao na terceira. Em contrapartida,
nos pogos com presenca de FBS, a ciliogénese foi visivelmente reduzida. As
percentagens observadas foram 20,95%, 7,33% e 17,05%. Estes dados sugerem que a
presenca de FBS apds a indugdo de cilios podera ter um efeito inibitério sobre a
manutenc¢ao ou expressao dos cilios primarios, especialmente na segunda analise.

No Grupo 2, as células foram inicialmente expostas a condi¢ao hiperglicémica,
antes da indugado da ciliogénese. Os resultados indicaram que a auséncia de FBS
continuou a favorecer a formacgéo de cilios, com percentagens de 24,36%, 25,00% e
18,82% nas trés analises. Embora os valores sejam inferiores aos observados no Grupo

1 sem FBS, mantém-se superiores aos registados nas condigdes com soro. Com FBS,
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os valores foram ainda mais reduzidos: 15,58%, 7,42% e 21,74%, reforgcando a hipotese
de que a presenca de FBS dificulta a ciliogénese, possivelmente devido a presenca de
factores de crescimento que estimulam a progressao do ciclo celular em detrimento da

formacéo ciliar.

Tabela 7: Experiéncia 25 mM — Grupo 1 (com e sem FBS)

Experiéncia Células com

(Grupo 1) 25 mM Numero de células cilios Percentagem

12 analise 105 40 38,10%

Sem a anAll 0
FBS 22 analise 164 68 41,46%
32 andlise 130 30 23,08%
12 analise 148 31 20,95%

Com Q@ arAll o
FBS 22 analise 273 20 7,33%
32 andlise 176 30 17,05%

Tabela 8: Experiéncia 25 mM — Grupo 2 (com e sem FBS)
SXPEEnel Numero de células celdlas e Percentagem

(Grupo 2) 25 mM cilios 9
12 analise 156 38 24,36%

Sem Q@ A Al 0
FBS 23 analise 232 58 25,00%
32 andlise 85 16 18,82%
12 analise 199 31 15,58%

Com a apmali o
FBS 22 analise 283 21 7,42%
32 andlise 138 30 21,74%

No Grupo 1, as células foram inicialmente submetidas a indugao da ciliogénese,
seguida da exposicao ao meio contendo 20 mM de manitol e 5 mM de glucose. Verificou-
se que, nas trés analises realizadas sem FBS, as percentagens de células com cilios
foram de 39,64%, 32,09% e 19,57%, respectivamente. Este padrdo indica uma
diminuig¢ao gradual da ciliogénese ao longo do tempo, ainda que com valores expressivos
nas duas primeiras analises. Em contraste, nas condicbes com FBS, os valores

observados foram significativamente inferiores: 7,45%, 4,59% e 8,20%. Estes resultados

34



reforgam o padrao verificado nos restantes grupos, nos quais a presenga de soro parece
inibir a formacao de cilios ou dificultar a sua manutengao apds a indugao inicial.

No Grupo 2, as células foram inicialmente expostas ao meio com 20 mM de
manitol + 5 mM de glucose, sendo posteriormente submetidas a indugéo da ciliogénese.
Nas amostras sem FBS, as percentagens de células com cilios foram de 32,81%, 17,51%
e 15,92%, também demonstrando uma tendéncia de diminuicdo progressiva da
ciliogénese ao longo das analises.

Nas condicoes com FBS, a percentagem de células com cilios manteve-se baixa
em todas as analises: 16,67%, 9,48% e 12,59%. Embora ligeiramente superiores as
obtidas no Grupo 1 com FBS, estes valores permanecem abaixo dos registados nas

condi¢cbes sem soro.

Tabela 9: Experiéncia 20 mM manitol + 5 mM de glucose — Grupo 1 (com e sem FBS)

Experiéncia (Grupo 1) Células com

20 mM manitol + NUumero de células o Percentagem
cilios
5 mM de glucose
12 analise 111 44 39,64%
Sem Q@ Al 0
FBS 22 analise 134 43 32,09%
32 analise 92 18 20,57%
12 andlise 161 12 7,45%
Com a apmali o
FBS 22 analise 283 13 4 59%
32 andlise 122 10 8,20%
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Tabela 10: Experiéncia 20 mM de manitol + 5 mM de glucose — Grupo 2 (modificagdo
das concentracdes de glucose e apdés inducao da ciliagédo)

Experiéncia (Grupo 2) Células com

20 mM manitol + NUumero de células o Percentagem
cilios
5 mM de glucose
12 analise 128 42 33,81%
Sem a andl; 0
FBS 22 andlise 257 45 17,51%
32 analise 157 25 15,92%
12 analise 102 17 16,67%
Com a anAl: o
FBS 22 analise 232 22 9,48%
32 analise 135 17 12,59%

O Grupo 1 (indugao de cilios antes da exposi¢cao ao manitol) apresentou valores
ligeiramente superiores nas duas primeiras analises sem FBS, em comparacdo com o
Grupo 2. No entanto, de um modo geral, nao foram observadas diferengas significativas
entre as duas amostras, independentemente da concentracdo de glucose ou do
momento de indugdo da montagem dos cilios primarios. A presenca de manitol como
controlo osmoético nao foi suficiente para compensar a supressao causada pelo soro fetal
bovino na ciliogénese. Os dados reforcam que a remocgao do FBS constitui um factor
critico para a inducdo e manutengao dos cilios primarios, mesmo em condicoes

osmoéticas ajustadas.

4.2 Impacto de diferentes concentragcfes de glucose na expressao da proteina
DVL1 em hTERT-RPE-1

Muitos mecanismos da influéncia da glucose na via de sinalizagdo Wnt ainda
estdo por ser elucidados. O estado de hiperglicémia crénica parece resultar no aumento
do stress oxidativo e na inflamacédo das células da retina, promovendo maior expressao
de ligandos e recetores Wnt, incluindo a proteina DVL1. Em resposta a ativagdo da via
Whnt, a DVL1 pode sofrer translocacéo para o nucleo celular, onde interage com fatores
de transcricdo e regula a expressao de genes-alvo (Chen et al., 2017).

Considera-se que a hiperestimulacdo da via Wnt, principalmente a via

dependente de B-catenina, pode acarretar no aumento da permeabilidade da barreira
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hemato-retiniana, além de promover a formagdo de neovascularizacdo anormal e
amplificar a resposta inflamatoria (Gao et al., 2016; Nguyen et al., 2022). Uma das
hipéteses aceites é a de que algumas proteinas inibitérias da sinalizagdo Wnt, como a
proteina Dickkopfl (DKK1), estariam diminuidas nessas condi¢des. No entanto, é
concebivel que, apesar da diminuicdo destes inibidores, tal ndo seja suficiente para
estimular esta via, ja que esta interage com varias outras vias de sinalizacao (como por
exemplo:TGF-B, Notch e VEGF), resultando em mecanismos redundantes de sinalizacao
(Lattanzio et al.,2014). Além disso, este estado crénico cria um ciclo de feedback em que

moléculas oxidativas e citocinas inflamatérias mantém continuamente a via ativada.

Os inibidores da via Wnt podem também nédo ser totalmente especificos, o que
pode levar a efeitos fora do alvo e, consequentemente, a diminuicdo da sua eficacia. A
complexidade da via de sinalizacdo Wnt decorre dos seus numerosos subtipos, dos
diversos componentes envolvidos, das suas extensas interagbes com outras vias de

sinalizacdo, dos seus mecanismos reguladores intrinsecos e da sua atividade dinamica.

A proteina DVL1 atua como mediador-chave entre o recetor Frizzled e a proteina
B-catenina. Devido a sua grande influéncia na sinalizacdo Wnt, foi selecionada para este
estudo (Logan et al., 2007; Morthorst et al., 2018).

Com o objetivo de estabelecer uma relacdo potencial entre a regulagédo
metabdlica da glucose e a via Wnt mediada pelo cilio primério, estudamos a expressao
de DVL1 em células epiteliais pigmentadas da retina humana sujeitas a diferentes
concentragdes de glucose (5mM, 25mM e 20mM de manitol + 5mM de glucose) e a
diferentes condi¢cbes de inducédo da formacao de cilios, conforme descrito no capitulo

"Materiais e Métodos".

Numa primeira abordagem avalidmos os niveis de expressao de DVL1 na célula
por imunofluorescéncia, utilizando anticorpos anti-DVL1. Para complementar a analise,
utilizamos também anti-acetil-a-tubulina (marcador centrossomal) e anti-ARL13B
(marcador ciliar). Através da marcacdo com DAPI, foi possivel delimitar o compartimento
nuclear e quantificar a DVL1 presente no nucleo. Por outro lado, a marcacdo com anti-
acetil-a-tubulina e anti-ARL13B permitiu-nos comprovar a presencga de cilios.

Ap0s 48 horas em meio com glucose reduzida, estudamos um grupo de células
em que a remocédo do soro foi realizada mais precocemente (inducdo da montagem de

cilios) seguido pela exposicdo a diferentes concentracdes de glucose (Grupo 1).
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Experiéncias semelhantes foram efetuadas, mas agora com a montagem de cilios

primarios induzida apds a adi¢édo das diferentes concentragdes de glucose (Grupo 2).

Este delineamento experimental permitiu avaliar se ha alteracdo nos niveis de
DVL1 nuclear e em resposta a presenca de cilios primarios ou a inducdo da sua
montagem.

Apbés andlise das trés experiéncias obtidas por microscopia de
imunofluorescéncia nas condi¢cdes acima descritas (Figura 6), pdde-se observar que no
grupo 1 as células ndo ciliadas que permaneceram em meios de glucose 25 mM e 20
mM de manitol + 5 mM de glucose apresentaram niveis mais baixos de DVL1 no
compartimento nuclear em comparacao com as células submetidas a 5 mM. Nas células
ciliadas, sem a suplementacao de FBS, os niveis de DVL1 nuclear apresentam menor
variagdo nas diferentes concentragfes de glucose estudadas. O efeito de induzir a
formacdo ciliar anterior & adi¢cdo de glucose pode estar relacionado a manutencao dos
niveis nucleares de DVL1 em resposta a niveis elevados de glucose (Figura 9).

Com relagao ao grupo 2, nao houve variabilidade significativa entre as células
nao ciliadas e ciliadas. Nas células n&o ciliadas submetidas a 25 mM foi observado um
dos menores niveis de DVL1 nuclear. Em comparacao, as células ciliadas apresentaram
um aumento dos niveis de DVL1 (Figura 9). Deste modo a presenc¢a do cilio primario
parece ter um efeito protetor, de manutencgao dos niveis nucleares de DVLA1.

Por outro lado, no meio com a presenc¢a do manitol (20 mM de manitol + 5 mM de
glucose), que é um controlo de estress osmotico, devido as membranas celulares serem
pouco permeaveis ao manitol, a fluorescéncia devido a marcagdo com anticorpo
especifico DVL1 parece diminuir nas células ciliadas. Essa atenuacédo da fluorescéncia
podera ter uma relagdo com o mecanismo de montagem ciliar. Em comparacdo com o
grupo de ceélulas submetidas & mesma concentracdo de glucose, com estimulagéo da
formacéo de cilios antes da adi¢éo da glucose, observa-se uma um aumento significativo
dos niveis de DVL1 nuclear. A presenca de cilios antes da adicdo da glucose pode gerar
alguma influéncia para que o DVL1 permaneca no ndcleo ou seja mais ativamente

transportado.
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Intensidade de DVL1 nas células nao ciliadas e ciliadas — Grupo 1 e Grupo 2
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Figura 10: Quantificagdo de DVL1 no ndcleo.

Legenda: Representacgao grafica da quantificacdo da fluorescéncia de DVL1 em células hTERT
RPE-1 quando suplementadas com 5 mM, 256 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose.
Diferenciagado entre grupo 1 (caixa 1 — inducao de cilios e alteragdo de concentragdo de glucose)
e grupo 2 (caixa 2 — alteragdo das concentragdes de glucose e apés indugéo de cilios). Para
analise destas células utilizaram-se os anticorpos anti-DVL1 e anti- ARL13B. O DNA foi marcado
com DAPI. Os dados estédo representados como média * intervalo de confianga a 95% de 3
experiéncias distintas. A analise estatistica esta feita usando o 5mM nao ciliado da Caixa 1 como
controlo experimental. **** p<0,00001/Ns — nao significativo.
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ARL13B DVL1 DAPI SOBREPOSIGAO

25 mM 5mM

20mM M+ 5 mM

Figura 11: Imagem adquirida por Imunofluorescéncia. Células do Grupo 1 e nao ciliadas.
Concentragdes 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose.

ARL13B DVL1 DAPI SOBREPOSICAO

25 mM 5mM

20mM M+ 5 mM

Figura 12: Imagem adquirida por Imunofluorescéncia. Células do Grupo 1 ciliadas.
Concentragdes 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose.
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ARL13B DVLA1 DAPI SOBREPOSIGAO

25 mM 5mM

20mM M+ 5 mM

Figura 13: Imagem adquirida por Imunofluorescéncia. Células do Grupo 2 nao ciliadas.
Concentragdes 5mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose.

ARL13B DVL1 DAPI SOBREPOSIGAO

25 mM 5 mM

20mM M+5 mM

Figura 14: Imagem adquirida por Imunofluorescéncia. Células do Grupo 2 ciliadas.
Concentragdes 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose.
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4.3 Expressao dos genes Myc, Otx2 e Mitf em condi¢des de niveis elevados de
glucose e na presenca e auséncia de cilios primérios em células hTERT-RPE-1

Para tentar obter indicacdes se as alteragdes nos niveis de DVL1 observadas
no nucleo das células nas condi¢cdes anteriormente estudadas, estvam correlacionadas
com a ativacao trascricional de genes alvo do DVL1 foram escolhidos trés desses genes:
Myc, Mitf e Otx2. Estes genes foram escolhidos por serem aqueles cuja regulagao pelo
DVL1 se encontrava bem estabelecida na literatura, e porque existiam dados disponiveis
de que estes desempenham importantes papéis no funcionamento ou na diferenciacao

da retina.

A familia Myc ( c-Myc, n-Myc, |-Myc) € uma das familias de reguladores
transcricionais mais bem estudada. Estas proteinas sao um fator essencial para a
progressao e proliferacdo do ciclo celular, apoptose celular, diferenciagao celular,
metabolismo celular, sintese de proteinas e biogénese e funcdo mitocondrial (Peterson;
Ayer, 2011). Consequentemente, modificagbes na expresséo, sequéncia ou estrutura do
Myc podem levar a alteragées no comportamento celular, resultando em patologias que
variam desde disfuncéo leve a tumorigénese e, podendo até resultar na morte celular.
(Rosselot et al., 2021). Embora ainda pouco elucidado, o gene Myc parece interferir no
modo como as células detetam, se adaptam e utilizam a glucose, para além de promover

a proliferagdo de células B pancreaticas (Rosselot et al., 2021).

O fator de transcricdo associado a microftalmia — o Mitf, é responsavel por
controlar processos celulares numa variedade de tipos de células, contribuindo em
multiplos processos para o desenvolvimento dos olhos e mais precisamente da retina.
Este gene pode atuar como ativador ou repressor de factores de transcrigao tendo sido
mais estudado na ativagdo de genes que induzem a pigmentagao celular (Spence et al.,
2007). A proteina Mitf participa na regulagéo do transporte de ides através do epitélio
pigmentar da retina (RPE) e da vasculatura ocular (Garcia-Llorca A et al. 2019).

Na presengca de mutagdo ou desregulagdo do gene Mitf podem ocorrer
malformagdes oculares e perda de RPE, com consequente perda da fungéo visual
(Garcia-Llorca et al. 2019).

O fator de transcricao homeobox Otx2 desempenha um papel importante durante
a diferenciagéo na determinagao do destino celular na retina. Este gene esta altamente
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envolvido na neurogénese da retina. O gene Otx2 é ativado na diferenciagéo celular
durante o desenvolvimento da retina (Kaufman et al., 2021). Algumas células da retina,
quando diferenciadas, perdem a sua expressao, que, no entanto, € mantida nas células
fotorecetoras e nas células bipolares até a idade adulta (Emerson et al., 2013). Por ser
um regulador chave na diferenciagdo das células RPE e na formagédo da retina as
alteragdes dos niveis de Otx2 podem interferir nas fungbes das células RPE (Kaufman
et al., 2021).

Para avaliar a expressdo dos genes Myc, Mitf e Otx2 foi realizado uma
experiéncia RT-PCR com células submetidas a diferentes concentracdes de glucose e

tempo de inducao de cilios primarios, conforme descrito nos Materiais e Métodos.

Expressao do gene Myc

1.
0.80
0.60
SmM G

25mMG SmM G+ 20 SmM G 25mM G SmM G+ 20 SmMG 25mM G SmMG+ 20 S5mM G 25mM G SmM G+ 20
mM M mM M mM M mM M

Quantificacio relativa da intensidade da banda do produto de PCR. (u.a.)

N&o Ciliad as Ciliadas Mo Ciliadas Ciliadas

Gmpo 1 (Cilios + Glucoss) Grupo 2 {Glucosa + Gilios)

Figura 15: Representagao grafica da expressdo do gene Myc em uma experiéncia realizada.
Quantificagcdo da expresséo do gene Myc— representagdo grafica da expressdo do gene Myc
em células hTERT RPE-1 quando suplementadas com 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5
mM de glucose. Diferenciagéo entre grupo 1 (caixa 1 — indugéo de cilios e alteracao de
concentragao de glucose) e grupo 2 (caixa 2 — alteragao das concentragdes de glucose e apos
inducéo de cilios. Os dados foram obtidos através de uma experiéncia realizada. Em Azul estéo
representadas células do grupo 1 na qual houve a indugéo de cilios anteriormente. Em
Cinzento células do grupo 2, na qual houve a modificagdo das concentragdes de glucose
anteriormente. # células sem expressao do gene Myc.
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Figura 16:. Andlise da electroforese em gel de agarose 2% (m/v) dos produtos de RT-PCR para
quantificar a expressao do gene Myc. Foi utilizado o marcador de massa molecular NZYDNA VI
(50-1500 pb). Analise das bandas representadas por células hTERT RPE-1 quando
suplementadas com 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose. Os dados foram
obtidos através de uma experiéncia realizada. Grupo1: 1- nao ciliadas 5mM ,2- nao ciliadas
25mM, 3-nao ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 4- ciliadas 5mM, 5- ciliadas 25 mM, 6-
ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, M- marcador; Grupo 2: 7- - ndo ciliadas 5mM, 8- nao
ciliadas 25mM, 9- nao ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 10- ciliadas 5mM, 11- ciliadas
25mM, 12- ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose.

A expressdo de Myc das células do grupo 1, com indugédo de cilios antes da
suplementacdo com glucose, apresenta niveis mais elevados de expressdoem
comparagao com 0s seus niveis nas células do grupo 2, no qual as células foram sujeitas
as concentragbes de glucose anteriormente mencionadas antes da indugcdo da
montagem de cilios primarios, com exceg¢ao na concentragdo de 5 mM nas células nao
ciliadas (valor ajustado — 1,00 no grupo 1 e 2).

As células submetidas a concentragdo 20 mM de manitol + 5 mM de glucose
apresentaram maior expressao de Myc nas células nao ciliadas que tiveram a indugao
de cilios antes da suplementag&o com glucose (valor ajustado — 1,23).

Quando comparamos as células submetidas a concentracdo de 25 mM de
glucose observamos que nas ceélulas na qual houve a indugdo de cilios antes da
suplementacdo com glucose, ha uma maior expressdo de Myc tanto nas células ndo
ciliadas como nas ciliadas (0,85 e 0,90 respectivamente). Quando comparamos com o
grupo 2, observa-se que tanto as n&o ciliadas como as ciliadas n&o apresentaram
expressdo de Myc. A expressdo inalterada do Myc no grupo 1 podera estar
correlacionada com a presenca de cilios antes da suplementagdo com diferentes
concentragdes de glucose.
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Figura 17: Quantificagdo da expressao do gene Mitf. Representagao grafica da expressao do
gene Mitf em células hTERT RPE-1 quando suplementadas com 5 mM, 25 mM e 20 mM de
manitol + 5 mM de glucose. Diferenciagéo entre grupo 1 (caixa 1 — indugéo de cilios e alteragao
de concentragao de glucose) e grupo 2 (caixa 2 — alteragdo das concentragdes de glucose e
ap6s indugéo de cilios. Os dados foram obtidos através de uma experiéncia realizada.

Relativamente a expressdo do gene Mitf nas células com concentragdes de
glucose a 5 mM estas mantém-se em baixos niveis, tanto na células nao ciliadas quanto
ciliadas e independente do grupo a que pertencem. Nas células submetidas a
concentracdo 20 mM de manitol + 5 mM de glucose, observa-se um aumento da
expressao de Mitf nas células nao ciliadas do grupo em que as concentragdes de glucose
foram modificadas antes da indugao da montagem de cilios primario em comparagao ao
grupo de células no qual houve a indugao de cilios antes da suplementagdo com glucose.

Quando analisamos os niveis de expressao de Mitf quer nas células ciliadas do
grupo 1, quer nas células nao ciliadas do grupo 2 sujeitas a concentra¢des a 25 mM de
glucose observamos um aumento significativo da expressdo de Mitf ( 3,13 e 3,18
respetivamente). Porém, os niveis de Mitf na presenca de cilios primarios antes da
suplementacdo com glucose sdo diferentes dos observados quando a indugdo da
montagem de cilios é realizada apds a suplementagdo com a glucose. Desta forma o
momento da montagem dos cilios relativamente a suplementagao da glucose parece ser
essencial na regulagdo da expressao do gene Mitf em resposta ao aumento dos niveis

de glucose.
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Figura 18:.Andlise da electroforese em gel de agorse 2% (m/v) dos produtos de RT-PCR para
quantificar a expresséo do gene Mitf. Foi utilizado o marcador de massa molecular NZYDNA VI
( 50-1500 pb). Analise das bandas representadas por células hTERT RPE-1 quando
suplementadas com 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose. Diferenciagao entre
grupo 1 (caixa 1 — indugéo de cilios e alteragdo de concentragéo de glucose) e grupo 2 (caixa 2
— alteragéo das concentragdes de glucose e apos indugéo de cilios. Os dados foram obtidos
através de uma experiéncia realizada. Grupo1: 1- ndo ciliadas 5mM , 2- ndo ciliadas 25mM, 3-
ndo ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 4- ciliadas 5mM, 5- ciliadas 25 mM, 6- ciliadas 20
mM manitol + 5 mM glucose, M- marcador; Grupo 2: 7- - ndo ciliadas 5mM, 8- nao ciliadas
25mM, 9- nao ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 10- ciliadas 5mM, 11- ciliadas 25mM,
12- ciliadas 20mM manitol + 5 mM glucose.

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12
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Figura 19: Analise da electroforese em gel de agorse 2% (m/v) dos produtos de RT-PCR para
quantificar a expressao do gene Otx2. Foi utilizado o marcador de massa molecular NZYDNA
VI ( 50-1500 pb). Analise das bandas representadas por células hTERT RPE-1 quando
suplementadas com 5 mM, 25 mM e 20 mM de manitol + 5 mM de glucose. Diferenciagédo entre
grupo 1 (caixa 1 — indugéo de cilios e alteragao de concentragéo de glucose) e grupo 2 (caixa 2
— alteragao das concentragdes de glucose e apoés indugao de cilios. Os dados foram obtidos
através de uma experiéncia realizada. Grupo1: 1- ndo ciliadas 5mM , 2- ndo ciliadas 25mM, 3-
nao ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 4- ciliadas 5mM, 5- ciliadas 25 mM, 6- ciliadas 20
mM manitol + 5 mM glucose, M- marcador; Grupo 2: 7- - ndo ciliadas 5mM, 8- nao ciliadas
25mM, 9- nao ciliadas 20 mM manitol + 5 mM glucose, 10- ciliadas 5mM, 11- ciliadas 25mM,
12- ciliadas 20mM manitol + 5 mM glucose.
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Com relacao a expressao do gene Otx2 ndo foi possivel detetar a sua presenca
apo6s a realizagao do RT-PCR. Modificamos o protocolo do PCR acrescentando maior
quantidade de cDNA na amostra, porém o resultado obtido foi o mesmo.

Os resultados apresentados demonstram que a expressao dos genes Myc, Mitf
em células hTERT-RPE-1 ¢ influenciada pelas condi¢des de concentracao de glucose e
pelo momento da montagem dos cilios primarios. Enquanto os genes Myc e Mitf
apresentaram alteracfes expressivas em resposta a estas condicdes, o gene Otx2 ndo

foi detetado, mesmo apdés a otimizacdo do protocolo experimental.
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5. DISCUSSAO
Os cilios primérios sdo organelos sensoriais que desempenham mdltiplas fun¢des

essenciais na regulacdo da comunicacao celular, transducéo de sinais, desenvolvimento
embrionario e manutencéo da homeostase tecidual, incluindo a homeostase energética.
Assim, estes organelos participam na sinaliza¢éo insulinica, no transporte de glucose, na
resposta celular a glucose e interagem com multiplas vias metabdlicas importantes.
(Anvarian et al, 2019; Lee, 2020).

A regulacdo adequada dos genes associados aos cilios é fundamental para a
manutenc¢do da funcao celular normal e da homeostase metabdlica. Disfuncdes ciliares,
em conjunto com alteragfes celulares decorrentes do estado de hiperglicémia croénica,
podem contribuir para o desenvolvimento da diabetes. No contexto do DM2, estudos
recentes sugerem que a regulacdo de genes associados aos cilios em células
pancreaticas influencia a sua funcdo e a regulacdo da glucose, contribuindo para a
patogénese da doencga (Kluth et al., 2019). Yang e colaboradores (2021) corroboram com
evidéncias de que a interrup¢do na ciliogénese prejudica a sensibilidade a glucose e

afeta diretamente a secrecao de insulina em modelos de células B (Yang et al., 2021).

Na DM as células 3 tornam-se incapazes de responder a estimulos adequados e
de regular a secrecao de insulina, levando a desequilibrios no metabolismo da glucose.
A hiperglicémia prolongada também afeta outros tipos celulares, como as células do
epitélio pigmentar da retina (RPE). Essas células desempenham um papel fundamental
na manutencdo do tecido retinal e sdo altamente vulneraveis ao stress metabdlico
(Ghareghomi, 2024). A glucose € a maior fonte de energia da retina, um tecido
metabolicamente muito ativo, no entanto niveis elevados de glucose neste tecido podem
estar associados ao desenvolvimento de diversas patologias. As células RPE foram
usadas como modelo bioldgico neste trabalho de forma a compreender o modo como a
presencga ou auséncias de cilios priméarios pode influenciar a resposta destas células a
niveis elevados de glucose. Este conhecimento podera contribuir para compreender
melhor as alteragbes na sinalizacdo celular, stress oxidativo, inflamacéo e apoptose de
células retinianas, em patologias como a retinopatia diabética (Strauss et al., 2005).

Como ja referido, os cilios primarios participam de varias vias de sinalizacéo,
incluindo a via de sinalizacdo Wnt. Essa via pode estar envolvida na regulacdo da
biogénese ciliar e na funcéo dos cilios primarios no RPE. Defeitos na sinalizacéo ciliar

podem levar a anomalias no desenvolvimento e manutengdo do RPE e,

48



consequentemente a disturbios na funcdo dos fotorrecetores e degeneragéo retiniana
(Sun et al. 2021).

A via de sinalizacdo Wnt é uma das principais rotas de comunicac¢ao intracelular,
envolvida na regulacéo da biogénese ciliar e na funcéo dos cilios priméarios no RPE (Sun
et al., 2021). Alteracbes ao normal funcionamento desta via podem também levar a
problemas no desenvolvimento e manutencdo do RPE, afetando os fotorrecetores e
resultando em degeneracdo retiniana (Strauss et al.,, 2005). Esses dados sao
consistentes com os trabalhos de Li et al. (2023), que identificaram a ativacdo da via
Whnt/B-catenina como um fator critico na progressdo de doencas metabdlicas e
degenerativas.

A proteina DVL1, componente essencial da via Wnt, possui um papel central na
transducdo de sinais. Estudos apontam que sua expressdo esta aumentada em
condigbes de hiperglicémia, indicando que a via canbdnica Wnt/3-catenina pode ser
hiperativada em resposta ao stress metabdlico (Liu et al., 2023; Sharma et al., 2022).
Além disso, a localizagdo nuclear da proteina DVL1 é essencial para a eficiéncia dessa
sinalizagdo, mas 0s mecanismos que regulam sua translocacdo ainda s&o pouco
conhecidos (Pruller et al., 2022).

Sabendo que as células hTERT-RPE-1 estdo sujeitas a elevados niveis de
glucose e a uma taxa metabdlica elevada, e que o cilio priméario esta envolvido no
contexto fisiol6gico, optamos por caracterizar a resposta destas células a diferentes
niveis de glucose, na presenca e auséncia de cilios primarios, estudando a quantidade

de DVL1 nuclear, proteina esta essencial para a via de sinalizagao Wnt.

Os mediadores iniciais da via Wnt séo as proteinas DVL, que desempenham um
papel central na regulacdo dessa sinalizagdo. Essas proteinas facilitam a inibicdo do
complexo de destruigédo, responsavel por direcionar a 3-catenina para degradagdo na
membrana celular (Pruller et al., 2022). Na via canénica, as proteinas DVL séo recrutadas
para a membrana, onde promovem a estabilizacdo da [B-catenina, impedindo sua
fosforilagéo e permitindo sua translocacéo para o nucleo (Gao et al., 2010). Além disso,
as DVL possuem sinais especificos de localizacéo nuclear (NLS) e de exportacao nuclear
(NES), sendo essa capacidade de transitar entre o citoplasma e o nucleo essencial para
a eficicia da sinalizacdo mediada pela via Wnt (Pruller et al., 2022).

Os resultados obtidos mostraram que os niveis de DVL1 nuclear nas células

ciliadas a 25 mM de glucose com inducdo da montagem de cilios antes da
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suplementacdo com glucose (Grupo 1) foi maior em relagé@o as células nao ciliadas do
mesmo grupo. No entanto, 0 mesmo ndo se verifica quando comparamos as células
ciliadas e nao ciliadas sujeitas a 25 mM de glucose no Grupo 2 (células com inducéo da
montagem de cilios apds suplementacdo com glucose). Estes dados sugerem que 0s
altos niveis de glucose podem modular a via Wnt, nomeadamente através da presenca
da proteina DVL1 no nucleo das células e que a presenca e o momento de inducao da
montagem de um cilio primério é relevante neste processo. Pruller et al. (2022) destacam
que a presenca de DVL1 e DVL3 no ndcleo pode ser essencial para o controlo da
proliferacdo celular em ambientes de stress metabdlico. Os resultados por nds obtidos
vém acrescentar uma nova camada de informag&o mostrando que os cilios primarios séo
fundamentais neste processo. Curiosamente é sabido que em doengas da retina como a
degeneracdo macular relacionada com a idade (DMRI), os pacientes apresentam menor
percentagem de células ciliadas no RPE (Ning et al 2023). Com 0s nossos resultados é
tentador propor a hipétese de que individuo que apresentem menor eficidcia na
montagem de cilios primarios estejam em maior risco de desenvolver DMRI quando
sujeitos a situacdes de hiperglicémia.

Estudos anteriores também demonstraram que vias metabdlicas interconectadas
com a via Wnt, como AMPK e PI3K/AKT/mTOR, sdo ativadas em condi¢bes de
hiperglicémia, influenciando a sinalizag&o ciliar (Ghareghomi, 2024). O estagio do ciclo
celular também pode ser um fator importante, uma vez que os cilios primarios se formam
em GO/G1 e se desmontam em G2/M (Davidson, 2010; Plotnikova et al., 2009). Dados
adicionais de Sanabria-de la Torre (2022) indicam que a modulacdo dessas vias pode
Ser um mecanismo compensatoério para evitar danos celulares irreversiveis durante a
hiperglicémia.

O estado hiperglicémico cronico esta intimamente associado a alteracdes
moleculares significativas, incluindo a inducdo de stress oxidativo, a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias e a morte celular, que pode ocorrer por autofagia patoldgica
ou apoptose (Volpe, 2018; Stefano, 2016). Este ambiente hiperglicémico ativa uma via
metabdlica especifica que inclui a sinalizacao mediada pelo diacilglicerol (DAG), proteina
quinase C (PKC) e NADPH-oxidase, resultando na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Essa disfuncdo mitocondrial ndo apenas amplifica o stress oxidativo,
mas também pode atuar como uma via de sinalizagdo competitiva, interferindo
diretamente na eficicia e regulagéo da via Wnt estudada, impactando negativamente a

funcéo celular.
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Apesar de a via Wnt ser frequentemente superexpressa em modelos animais de
retinopatia diabética, estudos sobre inibidores dessa via, como SERPINA3K,
endostatina, calistatina, fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF), receptor LDL e miR-
184, indicam que podem ocorrer modificagbes ou mutagbes em componentes cruciais
para o seu funcionamento adequado (Sanabria de la Torre, 2022). Esses eventos podem

comprometer a regulacao e a eficacia da sinalizacdo mediada pela via Wnt.

No presente estudo, os niveis de DVL1 observados em resposta a altas
concentracdes de glucose podem refletir uma modulacdo negativa da via Wnt,
provavelmente induzida pelo stress celular, metabolismo alterado ou pela interferéncia
de vias concorrentes. Essas alteracfes podem impactar a sinalizacdo mediada por DVL1,
corroborando a hip6tese de que o ambiente hiperglicémico crénico promove
desregulacéo de vias sinalizadoras criticas (Garcia-Jimenez, 2013).

A regulacdo da ciliogénese € um processo complexo, influenciado por diversos
fatores que podem impactar diretamente ou indiretamente sua iniciagdo e alongamento.
Esse processo envolve uma ampla gama de moléculas reguladoras, como componentes
dos centriolos, reguladores do trafego vesicular, proteinas de transporte intraflagelar,
proteinas de membrana e componentes do citoesqueleto (Qin, 2012). Apds formado, o
cilio é fisicamente separado do restante da célula pela zona de transi¢do ciliar, uma
regido especifica que restringe a entrada de proteinas ao cilio, garantindo sua
funcionalidade (Morthorst et al., 2018).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
amostras, independentemente da concentracdo de glucose ou do tempo de inducéo da
ciliogénese. A via de sinalizagdo Wnt, particularmente dependente de B-catenina, atua
predominantemente nas fases G2 e M do ciclo celular, enquanto os cilios primarios se
formam durante as fases GO e G1 e se desmontam em G2 e M (Davidson, 2010;
Plotnikova et al., 2009). Esse fator pode explicar os resultados menos expressivos, uma
vez que o ciclo celular em que as células se encontravam poderia influenciar a formagéo
ciliar.

Apesar disso, foi observada a manutencao da capacidade de montagem de cilios
ao longo de todo o protocolo experimental. A andlise da expressdo de DVL1 e da
guantificacdo ciliar sugere que a presenca de cilios primarios pode desempenhar um

papel relevante na manutencao da DVL1 em nivel nuclear.
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Para uma andlise mais abrangente, seria importante incluir a caracterizagcdo do
tamanho ciliar, a avaliagédo do ciclo celular, ensaios de apoptose e a quantificacéo total
de DVL1 e B-catenina, empregando metodologias como Western Blot para medir os
niveis totais dessas proteinas, ndo apenas em nivel nuclear, sob diferentes

concentracdes de glucose.

Apbs os resultados da quantificacdo de DVL1 e da andlise da presenca ou
auséncia de cilios, o estudo foi alargado para investigar, por meio de RT-PCR, a
expressao génica de trés genes-alvo da proteina DVL1 (Myc, Mitf e Otx2), reconhecidos
por impactar a via de sinalizagcdo Wnt de forma a contribuir para a compreenséo do papel
dos cilios priméarios nesse contexto.

O fator de transcricdo Myc, descoberto décadas atras, tem sido associado a
inlUmeras patologias, como em diversos tipos de cancro e na diabetes. No inicio dos anos
2000 exploraram o potencial génico para auxiliar na expansao de células 3 pancreaticas
para o tratamento da diabetes. A utilizacdo de niveis suprafisiopatologicos de Myc
revelou-se contraprodutiva, induzindo a morte de células B, desdiferenciacéo celular e
formacéo de insulinomas. No entanto, a estimulacdo moderada da expressdo do Myc
revelou-se capaz de induzir a replicagao de células 3. Assim sendo, a regulacio positiva
do Myc, em altas concentragdes em células B, € um provavel contribuinte para a
toxicidade da glucose quando a sua expressdo € mantida em niveis altos. (Rosselot,
2020).

Num estudo com modelo animal com células da linha queratindcitos imortais
humanos (HaCaT) cultivados em meio com alta glucose percebeu-se que ao ativar a via
Wn¥/ B-catenina houve sobreexpressdo de c-Myc, resultando na disfuncdo da
diferenciacdo celular, enquanto que a reducdo dos niveis de c-Myc promovia a
diferenciacdo dessas células (baixos niveis das proteinas TGM1, LOR e K1). Assim
sendo, como fator de transcri¢éo, o c-Myc poderia estar relacionado ao controlo de outros

genes-alvo especificos (Zhang J, 2012).

Em um estudo utilizando modelo animal, foi demonstrado que a perda de c-Myc
desencadeia uma resposta proé-inflamatéria, mediando a senescéncia em células
endoteliais humanas. Por outro lado, a regulacdo positiva de c-Myc contribui para a
producdo de citocinas pro-inflamatérias em ratos com nefropatia diabética, através do
aumento da expressdo da proteina cinase 1 associada ao receptor de interleucina-1

(IRAK1), um mediador importante na inflamacé&o endotelial (Hou et al., 2022).
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A hiperglicémia crénica, caracteristica do diabetes, tem sido associada a redugéo
da secrecdo de insulina estimulada pela glucose e da biossintese de insulina em células
B pancreaticas. Nesse contexto, sugeriu-se que o c-Myc exerce um efeito inibitério na
transcricdo do gene da insulina, contribuindo para a deterioragdo funcional dessas
células. Além disso, a expressdo de c-Myc é induzida por altos niveis de glucose, mas
essa inducdo pode ser suprimida pelo uso de inibidores especificos da proteina cinase
C (PKC), possivelmente ativada em resposta ao stress oxidativo (Kaneto et al., 2002).
Estes dados reforcam a complexa interagcéo entre c-Myc, stress metabdlico e inflamacao,

destacando seu papel na patogénese do diabetes.

O gene Myc apresentou maior expressao em células que tiveram a inducéo da
montagem dos cilios antes da adicdo de glucose (Grupo 1), em comparagcdo com as
células que passaram pela adicdo de glucose antes da inducdo da montagem dos cilios
(Grupo 2). Na concentragdo de 25 mM de glucose, observou-se que as células do Grupo
1, tanto ciliadas quanto ndo ciliadas, apresentaram maior expressao de Myc. Em
contrapartida, no Grupo 2, nenhuma expressao significativa foi detectada. J4 na
concentracdo de 20 mM + 5 mM de glucose, a maior expressdo de Myc ocorreu nas
células néo ciliadas do Grupo 1.

Com base nesses resultados, formulamos a hipotese de que a indugéo precoce
de cilios pode estar relacionada & manutencdo da expressédo de Myc, possivelmente
conferindo uma protecdo ou estabilizagdo proporcionada pelos cilios em condi¢gfes de
stress metabdlico. Esses achados sugerem um papel potencial dos cilios primarios na
regulacéo de respostas celulares ao stress metabdlico, destacando a necessidade de

estudos adicionais para explorar os mecanismos.

O gene Mitf desempenha um papel crucial no desenvolvimento, na estrutura e na
fung&o ocular. No RPE, o Mitf & fortemente expresso, e mutagdes nesse gene podem
levar & hiperproliferacdo das células, culminando na auséncia de pigmentacao e afetando
a neuroretina, especialmente na regiao dorsal (Garcia-Llorca et al., 2024). Esta proteina
também atua em conjunto com fatores de transcricdo como Pax, Otx e Vsx, que
desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento ocular e na especificagdo do
RPE (Garcia-Llorca et al., 2024). Além disso, o Mitf & produzido tanto no pancreas em

desenvolvimento quanto nos ilhéus adultos (Ninov et al., 2013).

Estudos em modelos animais revelaram que a perda de funcdo do Mitf resulta em

niveis mais baixos de glucose no sangue, quando comparados a animais tipo-selvagem.
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Além disso, mutacdes de perda de funcdo do Mitf demonstraram melhora na toleréncia
a glucose e aumento na secre¢do de insulina, sem, contudo, alterar a massa de células
B pancreaticas (Ninov et al., 2013). Esses resultados destacam o papel multifacetado do
Mitf na regulagcdo metabodlica e na fisiologia ocular, sublinhando sua relevancia em

diversos contextos celulares e metabolicos.

O Mitf parece exercer um duplo papel, atuando tanto como ativador transcricional
guanto como repressor, uma vez que ativa genes essenciais para a pigmentacao celular,
mas a expressao ectdpica de Mitf pode inibir a transcricdo de Pax6 no olho em
desenvolvimento. Além disso, Pax6 e Mitf atuam cooperativamente para reprimir genes-
alvo comuns no RPE (Bharti et al., 2012).

Em relagdo aos resultados do presente estudo, o Mitf apresentou expressao
mantida em niveis baixos em células expostas a 5 mM de glucose, independentemente

de serem ciliadas ou ndo e do grupo experimental.

Entretanto, a concentracdo de 20 mM + 5 mM de glucose resultou em um
aumento na expressao de Mitf em células ndo ciliadas do grupo 2 (modificacdo de
glucose antes da inducéo da montagem dos cilios), superando a expresséo observada
no grupo 1.

Ja na concentracéo de 25 mM de glucose, observou-se um aumento significativo
da expressao de Mitf tanto em células ciliadas do grupo 1 quanto em células néo ciliadas
do grupo 2.

Esses resultados sugerem que a presenca de cilios primarios pode estabilizar os
niveis de Mitf em condi¢Bes de stress metabdlico. No entanto, 0 aumento significativo
observado em células nado ciliadas do grupo 2 aponta para a influéncia de vias
alternativas ou fatores externos, que podem modular a expressdo de Mitf de forma
independente dos cilios primarios.

O fator de transcricdo Otx2 participa no desenvolvimento da retina, sendo
necessario na formagéo de fotorrecetores e células bipolares. Descobertas sobre o Otx2
demostraram que a rede reguladora de genes que controla a ativagédo de Otx2 é flexivel
e resistente a perturbacgdes, sendo esse mecanismo importante para garantir que a retina
forme um numero suficiente de bastonetes, cones e células bipolares Otx2 + (Kaufman,
2021). No presente estudo, ndo foi possivel detetar a expressédo de Otx2 em nenhuma
das condicdes avaliadas, independentemente das concentragdes de glucose ou do grupo

experimental (1 ou 2).
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Essa auséncia de detecdo pode ser atribuida a diferentes fatores. Primeiro, 0s
niveis de expressao de Otx2 podem estar abaixo do limite de detecdo do PCR, sugerindo
que a expressao desse gene nas células utilizadas seja muito baixa, o que dificulta sua
quantificagcdo pelo método empregado, especialmente se o tecido ou célula de estudo
ndo for altamente especializado em funcgdes retinais. Além disso, o Otx2 pode estar
regulado negativamente ou mesmo inibido devido ao impacto de fatores como o stress
metabdlico induzido pela hiperglicémia, alterac6es na sinalizac&o celular ou a ativacdo
de vias concorrentes que reprimem sua expressao.

Outro aspeto relevante é a especificidade celular, j& que a expressédo de Otx2
esta geralmente associada a tipos celulares especificos da retina. Se as células utilizadas
no estudo, como as do RPE, ndo expressarem naturalmente este gene, isso poderia

justificar a auséncia de detecéo.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A associagao entre obesidade, diabetes tipo 2 e diversos tipos de cancro ja foi
estabelecida em diversos estudos, tanto epidemiolégicos como em estudos que
recorreram a utilizagcdo de técnicas mais recentes de biologia molecular. O estado
hiperglicémico crénico propicia respostas pro-inflamatérias e estimula o fluxo metabdlico
intracelular, que ativa certas vias de sinalizagdo e inicia 0 avango dessas patologias.

Uma das vias de sinalizagdo importantes neste processo patolégico, mas que
se encontra pouco estudada é a via de sinalizagdo Wnt. Esta via é multifacetada
desempenhando também um papel importante na inflamagao, no estress oxidativo e na
angiogénese em diversos tecidos, incluindo as células constituintes do olho humano.

Num elevado numero de patologias da retina, responsaveis pela perda de viséo,
foram encontradas alteracdes em genes que codificam proteinas associadas aos cilios
primarios. Esses organelos sensoriais baseados em microtubulos e presentes na maioria
de células eucaridticas s&o cruciais para muitos processos fisiolégicos e para o
desenvolvimento.

Com relagao a quantificacdo de cilios primarios nos distintos grupos (Grupo 1
e Grupo 2) e os subgrupos com concentragdes de a 5 mM, 25 mM e 20+ 5 mM de glucose
nao observamos diferencgas significativas, independente da concentragdo de glucose ou
periodo de indugao de cilios. A fase do ciclo celular poderia ser um fator de interferéncia
para que este resultado nao fosse tdo expressivo. Entretanto, houve a manutencao da
capacidade dessas células estudadas em montar os cilios.

Os resultados preliminares obtidos neste trabalho demonstraram que a
quantificacdo de DVL1 nuclear ndo apresentou uma diferenga significativa quando
comparamos as células pertencentes ao Grupo 1 e Grupo 2, independente das
concentragdes de glucose. No entanto a analise da quantificagdo de DVL1 do Grupo 1,
mostra que na concentragdo de glucose a 25 mM, as células ciliadas apresentam maior
quantidade de DVL1 nuclear. O facto de que estas células terem sido induzidas a formar
cilios antes da suplementagcdo com glucose, pode estar relacionado com o aumento da
localizagao nuclear do DVLA1

O estudo da expressao de genes alvo do DVL1 por RT-PCR, embora preliminar,
mostrou-se promissor uma vez que sugere que os cilios primarios ao modelarem os
niveis nucleares de DVL1 estado de fato a interferir com a regulagao de genes alvos como

€ o caso do Myc e do Mitf, mas ndo do Otx2, que neste caso funciona como controlo
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negativo desta anadlise. Seria de esperar esta diferenca numa primeira analise os
resultados parecem bastante coerentes uma vez que o fator de transcrigdo Myc,
desempenha um importante papel no desenvolvimento de doengas metabdlicas que
poderao estar correlacionadas com stress metabdlico como o gerado por elevados niveis
de glucose. Por outro lado, o gene Mitf € essencial para desenvolvimento e manutencgéo
da estrutura e funcao ocular a qual podera facilmente ser afetada por stress oxidativo
causado por elevados niveis de glucose.

A auséncia de expressao nas células RPE-1 do gene Otx2 podera fazer sentido
uma vez que se a estas células sao diferenciadas e a proteina Otx2 participa no
desenvolvimento da retina. No entanto, teremos de excluir a hipotese de auséncia de
detecdo de expressao ser o resultado de uma falha técnica. Neste caso teriamos de
utilizar células desdiferenciadas onde se sabe que o gene é expresso e testar as
condicbes de PCR usadas por nés no estudo na expressao do gene Otx2. Sumarizando,
com o presente estudo pudemos obter evidéncias de que o cilio primario possui um papel
na manutengdo de homeostasia das células hTERT-RPE-1 quando expostas a niveis
elevados de glucose. A presenca do cilio e os dados encontrados no nosso estudo, ao
avaliar a proteina DVL1 da via de sinalizagdo Wnt sugerem que o cilio interfere na
regulacdo da localizagdo nuclear do DVL1 potencialmente afetando a expressado de
genes alvo do DVL1 como é o caso dos genes Myc e Mitf.

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo vir a ser desenvolvidos se um
conjunto de experiéncias fosse delineado, como por exemplo aquelas que a seguir se
indicam:

1. Aquantificagdo dos niveis de DVL1 total e presente na fragao citosélica e
nuclear, através de Western-blot também poderia ser esclarecedor e complementar ao
presente estudo;

2. Na avaliacdo da via de sinalizacao Wnt dependente de B- catenina, por
exemplo, a quantificagao nuclear e perinuclear de -catenina com técnicas de Western-
blot e Imunofluorescéncia poderia complementar e correlacionar com os resultados
obtidos da avaliacdo de DVLA1.

3- Arealizagao de mais ensaios com a técnica de RT-PCR seria primordial para
a obtengao de um resultado mais saélido.

O presente trabalho mostra-nos que estamos ainda longe de compreender a
intricada regulacdo desencadeada por elevados niveis de glucose e como os cilios

primarios podem participar neste processo. No entanto, este estudo abre a porta para o
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desenvolvimento de estudos posteriores onde a avaliagdo e melhor compreensao deste
papel possa vir no futuro a influenciar o desenvolvimento de novos modelos terapéuticos
onde se incluam o papel dos cilios primarios e a sua modulacado de vias metabdlicas

como é o caso da via Wnt.
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