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RESUMO

A proteina quinase polo-like kinase 1 (PLK1) desempenha papel essencial na
regulagdo da progressao meiodtica, participando de processos como a montagem e
manutengdo do fuso meidtico, o posicionamento dos centros organizadores de
microtubulos (MTOCS) e a ligagao correta entre cinetocoros e microtubulos. A hipotese
deste estudo foi de que a PLK1 apresenta padrdes subcelulares de localizagéo e
fosforilagdo distintamente regulados durante a maturagdo de odcitos murinos, com
fungdes complementares associadas a fosforilagdo nos residuos Thr210 e Ser137.
Foram utilizados 15 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J (6—10 semanas de
idade), cujos odcitos no estagio de vesicula germinativa (GV) foram coletados apos
estimulacdo hormonal e submetidos a maturagcdo in vitro. As analises de
imunofluorescéncia foram realizadas nos estagios GV (0 h), GVBD (4 h), metafase |
(8 h), anafaselteléfase | (10 h) e metafase Il (12 h), avaliando-se a localizagcéo
subcelular da PLK1 total, PLK1 fosforilada em Thr210 e PLK1 fosforilada em Ser137.
A PLK1 total apresentou marcagdo predominantemente nuclear em GV, com
redistribuigdo para os polos do fuso e regido centromérica a partir de GVBD, presenca
na zona intermediaria do fuso durante a tel6fase e retorno aos polos e centrdbmeros
em MIl. A PLK1 fosforilada em Thr210 exibiu padrdo semelhante ao da PLK1 total,
mas, a partir de GVBD, também foi detectada ao longo da regido do fuso meiético,
sugerindo participagéo direta na montagem e estabilizagado dos microtubulos. A PLK1
fosforilada em Ser137 seguiu o padrao da PLK1 total, restrita a polos e centrdbmeros
durante a maior parte da meiose, com presencga adicional na regido do fuso apenas
em MII, possivelmente relacionada a manutengao do fuso bipolar ja estabelecido. Os
achados indicam que a fosforilagcdo da PLK1 em Thr210 e Ser137 é diferencialmente
regulada durante a maturacdo oocitaria, refletindo fungdes complementares na
montagem, manutengao e reorganizagao do fuso meiotico, bem como no controle da
ligagdo cinetécoro—microtubulo, processos essenciais para a segregacao
cromossOmica fiel.

Palavras-chave: maturagao oocitaria, PLK1, fosforilagdo, fuso meiotico, cinase.
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RESUMEN

La proteina quinasa Polo-like kinase 1 (PLK1) desempena un papel central en la
regulacion de la progresién meidtica, participando en procesos como el ensamblaje y
mantenimiento del huso meidtico, la organizaciéon de los centros organizadores de
microtubulos (MTOCs) y la union correcta entre cinetocoros y microtubulos. La
hipétesis de este estudio fue que la PLK1 presenta patrones subcelulares de
localizacion y fosforilacion regulados de forma distinta durante la maduracién de
ovocitos murinos, con funciones complementarias asociadas a la fosforilacion en los
residuos Thr210 y Ser137. Se utilizaron 15 ratonas hembras de la cepa C57BL/6J (de
6 a 10 semanas de edad), cuyos ovocitos en estadio de vesicula germinal (GV) fueron
recolectados tras estimulacién hormonal y sometidos a maduracion in vitro. Los analisis
de inmunofluorescencia se realizaron en los estadios GV (0 h), GVBD (4 h), metafase
| (8 h), anafase/telofase | (10 h) y metafase Il (12 h), evaluandose la localizacion
subcelular de PLK1 total, PLK1 fosforilada en Thr210 y PLK1 fosforilada en Ser137.La
PLK1 total presenté marcacion predominantemente nuclear en GV, con redistribucion
hacia los polos del huso y la regidon centromérica a partir de GVBD, presencia en la
zona media durante la telofase y retorno a los polos y centrémeros en Mil. La PLK1
fosforilada en Thr210 exhibié un patrén similar al de la PLK1 total, pero a partir de
GVBD también fue detectada a lo largo del huso meidtico, lo que sugiere una
participacion directa en el ensamblaje y estabilizacién de los microtubulos. La PLK1
fosforilada en Ser137 siguié el patréon de PLK1 total, restringida a polos y centréomeros
durante la mayor parte de la meiosis, con presencia adicional en la region del huso solo
en Mll, posiblemente relacionada con el mantenimiento del huso bipolar ya establecido.
Los hallazgos indican que la fosforilacion de la PLK1 en Thr210 y Ser137 esta regulada
de forma diferencial durante la maduracion ovocitaria, reflejando funciones
complementarias en el ensamblaje, mantenimiento y reorganizacion del huso
meiotico, asi como en el control de la union cinetocoro—microtubulo, procesos
esenciales para una segregacion cromosomica precisa.

Palabras clave: maduracion ovocitaria, PLK1, fosforilacion, huso meidtico, quinasa.
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ABSTRACT

The Polo-like kinase 1 (PLK1) protein plays a central role in regulating meiotic
progression, participating in processes such as the assembly and maintenance of the
meiotic spindle, the positioning of microtubule organizing centers (MTOCs), and the
proper attachment between kinetochores and microtubules. The hypothesis of this
study was that PLK1 displays distinctly regulated subcellular patterns of localization
and phosphorylation during mouse oocyte maturation, with complementary functions
associated with phosphorylation at Thr210 and Ser137 residues. Fifteen female mice
of the C57BL/6J strain (6—10 weeks old) were used. Germinal vesicle (GV) stage
oocytes were collected after hormonal stimulation and subjected to in vitro maturation.
Immunofluorescence analyses were performed at the GV (0 h), GVBD (4 h),
metaphase | (8 h), anaphase/telophase | (10 h), and metaphase Il (12 h) stages,
evaluating the subcellular localization of total PLK1, PLK1 phosphorylated at Thr210,
and PLK1 phosphorylated at Ser137. Total PLK1 showed predominantly nuclear
labeling at the GV stage, with redistribution to spindle poles and the centromeric region
from GVBD onward, presence in the midzone during telophase, and return to the poles
and centromeres at MIl. PLK1 phosphorylated at Thr210 exhibited a pattern similar to
total PLK1 but, from GVBD onward, was also detected along the meiotic spindle region,
suggesting a direct role in microtubule assembly and stabilization. PLK1
phosphorylated at Ser137 followed the pattern of total PLK1, being restricted to poles
and centromeres during most of meiosis, with additional presence in the spindle region
only at MIl, possibly related to the maintenance of the already established bipolar
spindle. These findings indicate that PLK1 phosphorylation at Thr210 and Ser137 is
differentially regulated during oocyte maturation, reflecting complementary roles in the
assembly, maintenance, and reorganization of the meiotic spindle, as well as in the
regulation of kinetochore—microtubule attachment—processes essential for accurate
chromosome segregation.

Key words: oocyte maturation, PLK1, phosphorylation, meiotic spindle, kinase.
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1.INTRODUGAO

A reproducdo em mamiferos € um processo biolégico fundamental
para a manutencdo e diversidade genética das espécies. Nesse contexto, a
maturagcdo do gameta feminino (od6cito) desempenha um papel crucial no sucesso da
fecundagao e no desenvolvimento embrionario. Sua importancia reside no fato de que,
para garantir a continuidade da espécie, € necessario preservar a variabilidade e
integridade genética, promovida pela meiose e pela fecundagdo. Esses dois
processos fundamentais compreendem, respectivamente, a redugdo do numero de
cromossomos de diploide para haploide e a fusdo de duas células haploides,
restaurando o numero diploide no individuo (HASSOLD; HUNT, 2001).

Assim, a maturacdo do odcito envolve uma serie de eventos celulares
e moleculares que garantem o correto curso da meiose e a geragdao de gametas
femininos com a capacidade para suportar a fecundagdo e o desenvolvimento
embrionario inicial. (COTICCHIO et al., 2015).

Para compreender o processo de maturagao oocitaria, € fundamental
distinguir os dois principais tipos de divisdo celular: a mitose e a meiose. A mitose
ocorre em células somaticas diploides e esta envolvida na formacéao, crescimento e
regeneracgao de tecidos e 6rgaos. Nesse processo, uma célula-mae da origem a duas
células-filhas geneticamente idénticas, preservando o numero de cromossomos
(BATTY; GERLICH, 2019). Por outro lado, a meiose é caracteristica das células
germinativas, como odcitos e espermatozoides, e envolve duas divisdes celulares
consecutivas apds uma unica replicagcdo do DNA. Como resultado, sdo geradas
células haploides, com metade do numero cromossémico da célula original, o que
contribui para a variabilidade genética (OHKURA, 2015).

Tanto a mitose quanto a meiose seguem etapas bem definidas,
denominadas fases da divisao celular. A profase é caracterizada pela condensagao
dos cromossomos e inicio da formacgao do fuso mitotico. Na prometafase, ocorre a
desintegragcdo do envelope nuclear e os microtubulos do fuso ligam-se aos
cinetécoros dos cromossomos. Durante a metafase, os cromossomos alinham-se no
plano equatorial da célula. Na anafase, as cromatides-irmas (na mitose) ou os
cromossomos homélogos (na meiose 1) sdo separadas e puxadas para os polos
opostos da célula. A teléfase marca o reestabelecimento das membranas nucleares

em torno dos conjuntos cromossémicos segregados. Por fim, ocorre a citocinese, que
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promove a divisao fisica do citoplasma e resulta na formagao de duas células-filhas
(BERGERO et al., 2021).

Durante a maturagdo oocitaria, o oodcito retoma a meiose |. Esse
processo se inicia ainda na vida fetal e € interrompido ao redor do nascimento, no
estagio de préfase | (fase de vesicula germinativa). A partir da puberdade, com a
estimulagédo hormonal, o odcito completa a meiose |, culminando na extrusdo do
primeiro corpusculo polar. Em seguida, inicia a meiose Il, sendo ovulado e
permanecendo bloqueado em metafase Il até que ocorra a fecundacéao. A duplicacao
do DNA ocorre previamente a meiose |, durante a fase S do ciclo celular, ndo havendo
uma nova replicagdo gendémica entre as duas divisdes meioticas. Entre os eventos-
chave da maturacgéao estdo a quebra da vesicula germinativa (GVBD), a montagem do
fuso meidtico e a correta orientagdo dos cromossomos. A transigdo entre os estagios
meidéticos depende da formagéo de um fuso bipolar funcional e da interagao apropriada
entre cinetocoros e microtubulos. Falhas nesses mecanismos podem comprometer a
segregacao cromossOmica, resultando em aneuploidias (alteragdes numéricas nos
cromossomos), que representam uma das principais causas de infertilidade feminina
e de falhas em tratamentos de reproducao assistida (QIAN et al., 2017; SHOMPER,
LICHLYTER E SCHINDLER, 2014; LAMB et al., 2005).

Durante a divisao celular eucaridtica, a segregagcao cromossémica
adequada depende da correta orientacao dos cinetdcoros, que devem se conectar a
microtubulos provenientes de polos opostos do fuso mitético (processo denominado
biorientagao). Essa configuragdo garante que, durante a anafase, os cromossomos
homodlogos (na meiose |) ou as cromatides-irmas (na meiose |l) sejam tracionados
para polos opostos da célula (CHMATAL et al., 2015). A regulacéo desses eventos
meioticos € coordenada por uma complexa rede de sinalizagao celular, envolvendo
diversas proteinas quinases. Entre elas, a Polo-like kinase 1 (PLK1) destaca-se por
seu papel essencial no controle de multiplas etapas da divisdo celular. A PLK1 é uma
quinase serina/treonina constituida por um dominio catalitico N-terminal, responsavel
por sua atividade enzimatica, e um dominio regulador C-terminal, denominado
Dominio Polo-box (PBD). Este dominio medeia a ligagdo a proteinas previamente
fosforiladas, modulando tanto a localizagao subcelular quanto a fungao da enzima
(TAKAOKA et al., 2014).
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Em células somaticas, a PLK1 desempenha um papel central na
dinamica do fuso mitético, atuando desde a prometafase até a conclusao da diviséo
celular. Durante a prometafase, a PLK1 contribui para estabilizar as ligagbes entre os
cinetocoros e os microtubulos, garantindo o correto ancoramento e alinhamento
cromossOmico. Na metafase, mantém a estabilidade dessas conexdes, assegurando
a biorientagao adequada. Além disso, esta envolvida em diversos processos-chave do
ciclo mitético, incluindo a entrada em mitose, a maturagdo dos centrossomos, a
montagem e o alongamento do fuso mitdtico, o controle dasegregacéo
cromossOmica e a citocinese — etapa final da divisdo celular, em que ocorre a
separacao fisica das células-filhas (TONG et al., 2002; GHEGHIANI et al., 2017).

A atividade da PLK1 é finamente regulada por fosforilagdo, um
processo no qual grupos fosfato sdo adicionados a residuos especificos da proteina,
promovendo mudangas conformacionais que ativam sua fungcédo enzimatica. Um dos
residuos criticos para essa ativagao € a treonina 210 (Thr210), localizada na regiao
conhecida como T-loop (Alga de ativagao T). A fosforilagdo desse residuo € essencial
para a atividade catalitica da PLK1 e para sua funcdo adequada durante a divisao
celular (JANG et al., 2002). Concomitantemente com a fosforilagdo da Thr210, ocorre
a fosforilagdo da serina 137 (Ser137). Contudo, a fosforilagdo da Ser137 possui um
papel regulatério independente de Thr210, localizando-se especificamente nos polos
do fuso e entre os bragos cromossémicos, essencial para a montagem do fuso

meidtico e segregagédo cromoss6omica adequada (CHAPAGAI et al., 2025).

Apesar do amplo conhecimento sobre o papel da PLK1 em células
somaticas, ainda nao esta completamente elucidado se essa quinase desempenha
funcdes equivalentes durante a meiose em odcitos, especialmente no que diz respeito
a regulagéo espacial e temporal de sua localizagao, as formas fosforiladas e aos

mecanismos que modulam sua ativagao por fosforilagao (TONG et al., 2002).

Uma caracteristica singular dos odcitos é a auséncia de centriolos e,
consequentemente, de centrossomos (estruturas que, em células somaticas,
organizam os microtubulos e sdo essenciais para a formagao do fuso mitético). Nos
odcitos, em substituicdo aos centrossomos, existem multiplos centros organizadores
de microtubulos (MTOCs) acentriolares distribuidos pelo citoplasma, os quais se auto-
organizam para formar um fuso bipolar acentriolar (VAN VUGT et al., 2004; SCHUH E
ELLENBERG, 2007). Em células somaticas, por outro lado, a PLK1 apresenta
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localizagdo marcante nos centrossomos (GOLSTEYN et al., 1995), sugerindo que sua
dinamica de distribuicdo e fungdo pode diferir substancialmente entre os dois

contextos celulares.

Essa diferenca estrutural levanta a hipétese de que, nos odcitos, a
PLK1 possa desempenhar fungdes adaptadas ao contexto acentriolar, regulando a
nucleagéao, organizagao e estabilidade dos microtubulos a partir dos MTOCs. Estudos
em modelos murinos mostram que a PLK1 se localiza transitoriamente nos polos do
fuso meidtico e, em alguns casos, ao longo dos microtubulos, sugerindo envolvimento
na montagem e manutencao do fuso bipolar acentriolar (WIANNY et al., 1998;
ALFARO et al., 2021). Além disso, a fosforilagdo em residuos especificos, como
Thr210 e Ser137, tem sido associada a ativacao funcional da PLK1 nesse contexto,
influenciando a progressdo meidtica e a correta segregacdo cromossémica. A
auséncia de centrossomos implica que a coordenagao espacial e temporal dessa
quinase seja mediada por mecanismos distintos daqueles observados em células
somaticas, possivelmente envolvendo proteinas adaptadoras especificas do oocito e
vias de sinalizagdo sensiveis a organizagdo dos MTOCs (BLENGINI; SCHINDLER,
2022).

Estudos recentes demonstraram que, nos odécitos, a PLK1 & ativada
logo na retomada da meiose, inicialmente nos centros organizadores de microtubulos
(MTOCs) e, posteriormente, nos cinetdécoros. Essa quinase € essencial para uma
retomada meidtica eficiente, promovendo a quebra do envelope nuclear (GVBD) e
sendo necessaria para o recrutamento de proteinas centrossomais aos MTOCs
acentriolares. Esses eventos favorecem a formacao adequada do fuso meidtico e
garantem a fixagao estavel dos cinetécoros aos microtubulos (SCHUH; ELLENBERG
2007, NARULA; WIGNALL, 2025).

Diante das lacunas existentes no conhecimento, é fundamental
aprofundar os estudos sobre os mecanismos de expressao, localizagao subcelular e
ativacao por fosforilagdo da PLK1 durante a maturacéo oocitaria. Assim, o presente
trabalho tem como objetivo analisar a dindmica espago-temporal da PLK1 fosforilada
em Thr210 e Ser137 durante a maturagao in vitro de odcitos de camundongos,
buscando ampliar o entendimento sobre os mecanismos moleculares que regulam a

progressao meiotica e a aquisicao da competéncia oocitaria.
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2. REVISAO

2.1 OOGENESE

A oogénese tem inicio durante a vida fetal e se estende até o final do
periodo reprodutivo da fémea. Os gametas femininos sao originados a partir das células
germinativas primordiais, que migram até a gbnada primaria, passando por sucessivas
divisbes mitdticas e dando origem as ovogébnias. Essas células, posteriormente,
diferenciam-se em odcitos primarios, que iniciam a meiose, mas permanecem
interrompidos na préfase |, no estagio de dipléteno, também conhecido como vesicula
germinativa (GV) (NAGAOKA; HASSOLD; HUNT, 2012).

Durante o bloqueio meidtico, os odcitos passam por uma fase de
crescimento, caracterizada pelo acumulo de mRNAs, proteinas e organelas no
citoplasma, elementos indispensaveis para sustentar os eventos posteriores de
maturagdo oocitaria (JAFFE; EGBERT, 2017). Apenas uma fragdo do total das
ovogolnias atinge os estagios avangados de desenvolvimento e ovulagdo; a maioria dos
foliculos primordiais remanescentes sofre apoptose (NORRIS et al., 2008).

Esse processo de formacgao inicial estabelece a base para a etapa
seguinte, a maturacado oocitaria, responsavel por conferir competéncia meidtica e

potencial de fecundag¢ao ao gameta feminino.

2.2 MATURACAO DE OOCITOS EM MAMIFEROS

A maturagdo oocitaria em mamiferos € um processo altamente
coordenado e especializado, fundamental para a geragdo de gametas femininos
competentes para a fecundagao e o desenvolvimento embrionario. Trata-se de um
ciclo celular particular, no qual ocorrem duas divisbes meidticas sucessivas sem a
intercalagéo da fase S de sintese de DNA. (NAGAOKA; HASSOLD; HUNT, 2012).

O processo inicia-se no estagio de vesicula germinativa, prossegue
com a quebra da vesicula germinativa (GVBD), avanga para a metafase | (Ml) e culmina
na metafase Il (MIl). Atingir o estagio de MIl é crucial, pois garante a competéncia do
o6cito para a fusdo adequada com o espermatozoide durante a fecundacgao e para a
correta reorganizagdo cromossOmica, assegurando o desenvolvimento embrionario
inicial. (STRACZYNSKA et al., 2022).
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A retomada da meiose € induzida pelo pico pré-ovulatorio do hormdnio
luteinizante (LH), é caracterizada pela GVBD, montagem do fuso meiético em M,
alinhamento e segregacédo cromossémica, com extrusdo do primeiro corpusculo polar
(COTICCHIO et al., 2015). Apds a anafasel/teléfase |, o oocito permanece bloqueado
em MII até a fecundagao (LITTLE; JORDAN, 2020; TELFER et al., 2023).

Dessa maneira, a maturagao oocitaria constitui uma etapa essencial
para a aquisicao da competéncia a fecundagao. Esse processo nao ocorre de forma
isolada, mas resulta da integracao de multiplos fatores, em especial da complexa rede
de sinais enddcrinos e paracrinos que regulam a progressao meidtica e o

desenvolvimento do ovocito.

2.2.1. Controle Hormonal da Maturacao Oocitaria

O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é secretado pelo
hipotalamo e estimula a hipofise anterior a liberar LH e foliculo estimulante (FSH). O
pico de LH ndo apenas conclui a meiose do odcito, mas também promove a
transformacao do foliculo. Além disso, induz a diferenciagao das células da granulosa
(que fornecem suporte nutricional e sinais paracrinos essenciais), e influencia as
células da teca, responsaveis pela producdo de horménios sexuais femininos que
circundam o odcito (CONTI et al., 2012; OWEN; JAFFE, 2012; YDING ANDERSEN,
2002).

Em protocolos experimentais, a Gonadotrofina Sérica de Egua Prenhe
(PMSG), atualmente conheciada como gonadotrofina Coridnica Equina (eCG),
apresenta acdo semelhante a do FSH, estimulando o crescimento e desenvolvimento
dos foliculos ovarianos e preparando os odcitos para a ovulagao. A eCG e a hCG
(Gonadotrofina coribnica Humana) mimetiza o efeito indutor da ovulagdo do LH
(BEHRINGER et al., 2018). Dessa forma, a maturacéo do odcito pode ser modulada
por GnRH, LH, FSH, PMSG (eCG) e hCG, em conjunto com os sinais produzidos pelas
células da granulosa e da teca, garantindo a aquisicdo de competéncia meidtica
necessaria para a fecundagao.

Além da regulacdo hormonal, a segregacao cromossémica é outro
evento importante, dependente de eventos integrados, incluindo a formacado de um
fuso bipolar estavel e a ligagdo adequada dos microtubulos aos cinetécoros —

estruturas proteicas localizadas nos centrémeros dos cromossomos, que atuam como
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pontos de ancoragem e sensoriamento da tenséo gerada pelo fuso (MULLEN et al.,
2019).

O mau funcionamento desse sistema pode resultar em ndo-disjungao
cromossOmica e aneuploidia, que sao as principais causas de infertilidade feminina,
aborto espontaneo e doencgas genéticas (BENNABI; TERRET; VERLHAC, 2016).

Esses eventos altamente coordenados no tempo e espacgo,
dependem de redes complexas de sinalizagao intracelular. Entre os reguladores
moleculares mais importantes estdo as proteinas quinases, que, por meio da
fosforilagao de alvos especificos, controlam etapas criticas da progressao meiética,
desde a ativagao inicial que leva a GVBD até a estabilizagdo do fuso e a segregacao
cromossémica (EPPIG, 1996).

2.3.PAPEL DAS PROTEINAS QUINASES NA MEIOSE

As proteinas quinases constituem uma ampla familia de enzimas que
catalisam a transferéncia de grupos fosfato, geralmente a partir do trifosfato de
adenosina (ATP), para residuos especificos de serina, treonina ou tirosina em
proteinas-alvo. Esse processo, denominado fosforilagdo, € um dos principais
mecanismos de regulacao poés- traducional e modula propriedades fundamentais das
proteinas, como atividade enzimatica, localizacdo subcelular, estabilidade estrutural e
capacidade de interagdo com outros componentes celulares (MANNING et al., 2002).

Durante a meiose oocitaria, a atividade coordenada de diferentes
quinases € essencial para sincronizar eventos nucleares e citoplasmaticos. A Quinase
dependente de ciclina 1 (CDK1), em complexo com a ciclina B, desempenha um papel
central no controle da entrada e progressao meidtica, promovendo a ruptura da
vesicula germinativa (GVBD) e a transi¢ao para a metafase | (ADHIKARI; LIU, 2014).
As quinases ativadas por mitégeno (MAPKSs) contribuem para a regulagao da dinamica
do citoesqueleto e para a manutengao da estabilidade do fuso meidtico (SU et al.,
2002). Por sua vez, a Polo-like kinase 1 (PLK1) atua em multiplas etapas, incluindo a
desintegracdo do envoltério nuclear, a montagem do fuso, a ligagdo adequada
cinetécoro—microtubulo e a execugao dos eventos de citocinese (SONG et al., 2008;
HYUN et al., 2014).

A ativagdo dessas quinases segue uma sequéncia temporal

altamente controlada e interdependente, na qual a conclusdo bem-sucedida de cada
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fase meidtica & pré- requisito para o inicio da etapa seguinte. Disfungbes nesse
sistema, seja por inibigdo, hiperativagdo ou desregulacdo espacial, podem
comprometer o alinhamento e a segregagdao cromossémica, resultando em
aneuploidias e redugao da competéncia oocitaria (JONES; LANE, 2013).

Dentre essas enzimas, a PLK1 apresenta um interesse particular, pois
combina fungdes estruturais e regulatdrias essenciais para a correta progressédo da
meiose. Sua atividade, dependente de modificacbes pods-traducionais como a
fosforilagdo em residuos especificos, é determinante para a coordenacgao de multiplos
eventos celulares — desde a formacgao e estabilizacdo do fuso até a conclusao da

divisdo.

2.4. ESTRUTURA E FUNGAO DA POLO-LIKE KINASE 1

A quinase semelhante a polo (Polo-Like Kinase 1; PLK1) é uma
quinase serina/treonina da familia de quinases semelhante a Polo (polo-like),
composta por um dominio catalitico N-terminal (dominio quinase), responsavel pela
atividade enzimatica, e um dominio regulador C-terminal, denominado dominio polo-
box (PBD), que reconhece e se liga a proteinas previamente fosforiladas por outras
quinases. Essa interagcao direciona o recrutamento da PLK1 para substratos e
estruturas subcelulares especificas, garantindo a execugcdo coordenada de suas
funcdes (BARR; SILLJE; NIGG, 2004).

Durante a mitose, a PLK1 atua como regulador central da entrada na
divisdo celular, promovendo a maturagdo dos centrossomos, a ligagdo correta
microtubulo—cinetdcoro, a condensacao e segregagao cromossOmica e a citocinese
(LANE; NIGG, 1996; LIU et al., 2012; SCHMUCKER; SUMARA, 2014; GHEGHIANI et
al., 2017). Esses papéis sédo exercidos por meio da fosforilagdo de diversos alvos,
incluindo proteinas estruturais do fuso e reguladores do ciclo celular
(ARCHAMBAULT; GLOVER, 2009).

A regulagao da PLK1 depende de fosforilagdes especificas em seu
dominio catalitico e em outras regides moduladoras. A fosforilagdo no residuo Thr210,
mediada principalmente pela Aurora A quinase em complexos com seu coativador
Bora, € considerada critica para a ativacdo plena da enzima, especialmente na
transicado G2/M (SEKI et al., 2008). Ja a fosforilagdo no residuo Ser137, embora

menos estudada, tem sido associada a regulagao fina da atividade e a modulagao da
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interacdo da PLK1 com estruturas cromossémicas, possivelmente influenciando sua
localizag&o subcelular e seu papel na estabilizagao da ligagao cinetécoro—microtubulo
(JANG et al., 2002; LIU et al., 2012).

Apesar dos avangos no conhecimento sobre Thr210, as fungdes
regulatérias e a dindmica espacial da fosforilagdo em Ser137 permanecem pouco
caracterizadas, sobretudo durante a meiose em odcitos de mamiferos. Essa lacuna
reforga a importancia de investigar comparativamente esses dois estados fosforilados

no contexto da maturagdo meidtica.

2.5.FUNCOES DA PLK1 NA MEIOSE DE OOCITOS

Nos odcitos de mamiferos, a PLK1 desempenha papel central na
coordenacgao de multiplos eventos essenciais para a maturagao meiética. Sua atuacao
inicia-se na quebra da vesicula germinativa (GVBD), processo no qual regula a
reorganizagdo dos poros nucleares e promove alteragbes no citoesqueleto que
facilitam a desintegracdo da membrana nuclear (MARTINO et al., 2017).

Apods a GVBD, a PLK1 é crucial para a organizagao do fuso acentriolar
(caracteristica dos odcitos) por promover a fragmentagao e a posterior coalescéncia
dos centros organizadores de microtubulos (MTOCs) em dois polos distintos,
assegurando a formagao de um fuso bipolar funcional (VAN VUGT et al., 2004; CLIFT,;
SCHUH, 2015; SOLC et al., 2015).

Durante a metafase |, a PLK1 participa da regulacdo do ponto de
controle da montagem do fuso (spindle assembly checkpoint; SAC), estabilizando as
ligagdes cinetdécoro—microtubulo e contribuindo para a ativagdo do complexo promotor
da anafase/ciclossomo (APC/C), que degrada a securina e a ciclina B, permitindo a
transicao para a anafase (ZHANG et al., 2017; SUBRAMANIAN et al., 2020).

A localizagédo subcelular da PLK1 é dinamica ao longo da meiose:
inicialmente concentrada nos centrossomos e regido centromérica, transloca-se para
os polos do fuso e, posteriormente, para a zona intermediaria durante a citocinese,
refletindo seu envolvimento funcional em cada fase (SEVERANCE; LATHAM, 2017;
YUEN et al., 2023).

A regulagao de sua atividade envolve modificagdes pds-traducionais.
A fosforilagao no residuo Thr210, localizada no dominio catalitico, é determinante para

a ativacao plena da enzima e esta associada ao controle da montagem e estabilidade
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do fuso. Por outro lado, a fosforilagdo no residuo Ser137, menos estudada, pode
modular interagdes especificas com componentes do cinetdcoro e microtubulos,
contribuindo para a estabilidade da ligagdo cinetécoro—microtubulo e para a
manutengao da estrutura do fuso durante a metafase Il (SO et al., 2019; FEITOSA et
al., 2018).

2.6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora os papéis gerais da PLK1 na mitose e em aspectos da meiose
sejam conhecidos, ainda ha lacunas importantes sobre como sua localizagao
subcelular e estado de fosforilagdo variam ao longo dos estagios meiéticos. Pouco se
sabe, por exemplo, sobre as funcdes especificas de diferentes formas fosforiladas da
PLK1, como pThr210 e pSer137, durante a maturagdo meidtica em odcitos de
camundongos.

O estudo detalhado desses padrbes pode esclarecer mecanismos de
regulagcdo da montagem e manutencdo do fuso meidtico, da ligagcado cinetdcoro-
microtubulo e da progressdo ordenada da meiose. Além de contribuir para a
compreensao basica da biologia reprodutiva, tais informacdes tém potencial de
aplicagao no aprimoramento de técnicas de reprodugao assistida e no entendimento
de falhas meidticas associadas a infertilidade feminina (NAGAOKA; HASSOLD;
HUNT, 2012; ZHANG et al., 2017).

3. JUSTIFICATIVA

A maturagao oocitaria € um processo central para a reprodugcao em
mamiferos, determinando a qualidade do gameta feminino e, consequentemente, o
sucesso da fecundacao e do desenvolvimento embrionario inicial. Apesar dos avangos
no entendimento da meiose, persistem lacunas sobre as moléculas que regulam a
progressdo meiotica e a organizagao do fuso em odcitos, especialmente devido as
suas caracteristicas estruturais peculiares, como a auséncia de centriolos e a

presencga de centros organizadores de microtubulos (MTOCs) acentriolares.
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A Polo-like kinase 1 (PLK1) € uma quinase serina/treonina fundamental
para a divisao celular em células somaticas, desempenhando papéis essenciais na
organizagado do fuso, segregagao cromossOmica e citocinese. Contudo, seu papel
especifico na meiose oocitaria, especialmente no que tange a sua localizagado
subcelular e ativacdo por fosforilagdo nos residuos Thr210 e Ser137 durante a
maturagao do odcito, ainda é pouco compreendido.

Dada a importancia da fosforilagcdo desses residuos para a atividade
funcional da PLK1 em processos relacionados a organizagéo do fuso e segregacéo
cromossOmica, compreender esses aspectos na meiose oocitaria € imprescindivel.
Falhas na regulacdo desses mecanismos podem resultar em aneuploidias, que sao
responsaveis por significativa parcela da infertilidade feminina e insucesso em
tratamentos de reproducéio assistida.

Assim, analisar a dinamica espago-temporal da localizagdo e
fosforilagao da PLK1 em Thr210 e Ser137 durante a maturagao in vitro de odcitos de
camundongos justifica- se pela necessidade de aprofundar o conhecimento dos
mecanismos moleculares que regulam a progressdao meidtica e a competéncia

oocitaria.

4. HIPOTESE

A PLK1 apresenta padroes de localizacdo subcelular e de
fosforilagao especificos e dinamicamente regulados durante a progressao meioética de
oocitos de camundongos. A fosforilagdo nos residuos Thr210 e Ser137 ocorre de
maneira diferencial e temporalmente coordenada, indicando fun¢des complementares
na organizagado do fuso meidtico, no posicionamento dos centros organizadores de
microtubulos (MTOCs) e na mediagao da correta ancoragem dos cinetécoros aos
microtubulos, fatores essenciais para assegurar a segregacdo cromossOmica fiel

durante a meiose.
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5. OBJETIVOS

5.3. OBJETIVO GERAL

Investigar a dinamica espago-temporal da localizagao subcelular e do
estado de fosforilagdo da proteina quinase polo-like kinase 1 (PLK1), especificamente
nos residuos Thr210 e Ser137, durante a progressdo meiotica de odcitos de

camundongos maturados in vitro por periodos de 0 h,4 h, 8 h, 10 he 12 h.

5.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar e analisar, por imunofluorescéncia, a localizacdo subcelular da PLK1
total durante a maturacéo oocitaria.

2. Avaliar a dindmica espaco-temporal da fosforilacdo da PLK1 no residuo
Thr210 ao longo da progressao meiotica.

3. Caracterizar o padrao de localizagao subcelular da PLK1 fosforilada no residuo
Ser137 durante a maturagao oocitaria.

4. Comparar os padrdes de localizagao e a dindmica espacgo-temporal da PLK1
fosforilada nos residuos Thr210 e Ser137, identificando similaridades e

diferengas ao longo dos estagios meidticos.

6. MATERIAL E METODOS

6.1.DECLARACAO ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Os camundongos utilizados neste estudo foram alojados e mantidos
nas instalagdes de Ciéncias Comparativas da Universidade Rockefeller, aprovadas
pela Associagdo Americana para Acreditagdo do Cuidado de Animais de Laboratério.
Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as Diretrizes
para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério estabelecidas pelo National Institutes
of Health (NIH) e aprovados pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais
da Universidade Rockefeller (protocolo RU IACUC n° 13659).
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6.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliar a dinamica de localizagao subcelular da PLK1 fosforilada
nos residuos Thr210 e Ser137 ao longo da progressao meiotica, foram utilizadas 15
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J (Jackson Laboratory -Bar Harbor,
Maine), com idade entre 6 e 10 semanas, mantidas em biotério sob condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2 °C), umidade relativa (50-60%) e fotoperiodo de
12 h claro/12 h escuro, com acesso ad libitum a agua e ragao comercial.

Os odcitos foram coletados e submetidos a maturagao in vitro em
meio especifico, sendo distribuidos em cinco grupos experimentais, de acordo com o
tempo de cultivo e o estagio de desenvolvimento meidtico: 0 horas — vesicula
germinativa (GV); 4 horas — quebra da vesicula germinativa (GVBD); 8 horas —
metafase | (MI); 10 horas — anafase/teléfase; e 12 horas — metafase Il (MIl). Para cada
grupo experimental, foram realizadas trés replicatas independentes, contendo de 20
a 30 odcitos. Os experimentos foram realizados no Center for Biomedical Research,
Population Council, e os dados foram analisados e interpretados por Haidi Giuliana
Leon Uscapi, discente do Curso de Biotecnologia da Universidade Federal da

Integracao Latino-Americana.

6.3. COLETA E MATURACAO DE OOCITOS

Os odcitos no estagio de vesicula germinativa (GV) foram coletados
42-46 horas ap0ds a injecao intraperitoneal com 5 Ul de gonadotrofina coridnica de
égua prenhe (PMSG; EMD Biosciences/Calbiochem). Odécitos GV com cumulos
intactos foram liberados por pungéo folicular ovariana em solugao de lactato de Tyrode
tamponada com HEPES (TL- HEPES), contendo 1 mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA; Sigma-Aldrich) e 100 pM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX; EMD
Biosciences/Calbiochem) para bloqueio da progressdao espontdnea da meiose. As
células do cumulo foram removidas mecanicamente por pipetagem repetida utilizando
capilares de vidro de ponta fina. Os oécitos desnudos foram lavados para remocéao do
IBMX e submetidos a maturagao in vitro em meio Chatot, Ziomek e Bavister (CZB;
Chatot et al., 1989), suplementado com 3 mg/mL de BSA, a 36,5 °C, sob atmosfera

umidificada contendo 5% de CO,.
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6.4. IMUNOFLUORESCENCIA

As zonas pelucidas foram removidas dos odcitos por tratamento breve
com solugao de pronase a 0,5% (Sigma, P8811). Em seguida, os odcitos livres de ZP
foram lavados trés vezes em solugdo de PBS contendo 0,1% de albumina sérica
bovina (PBS-BSA) e fixados em paraformaldeido a 3,7% (Electron Microscopy
Sciences, 15710) em PBS—BSA por 30 minutos. Posteriormente os odcitos foram
permeabilizados com Triton X-100 a 0,1% em PBS—-BSA por 5 minutos, seguida de
trés lavagens em PBS—-BSA 0,1%.

Para o bloqueio de ligagdes inespecificas, os odcitos foram incubados
em PBS contendo 1% de BSA por, no minimo, 2 horas a 4 °C, sendo posteriormente
submetidos a incubagdo com anticorpo primario durante a noite (4 °C). Apds 3
lavagens em PBS—BSA, as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario por
1 hora a temperatura ambiente. O DNA dos odcitos foi corado com 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI; 10 pg/mL, 10 min; Sigma, D9542) e montado com DABCO (1,4-
diazabiciclo [2.2.2] octano; Sigma, D2522) entre |dmina e laminula de vidro (Thermo
Scientific, 2960-001).

A aquisicdo das imagens foi realizada em microscopio de

fluorescéncia utilizando objetiva de imersdo em agua de 20x e 40x

6.5. ANTICORPOS

Para as analises de imunofluorescéncia, foram utilizados os seguintes
anticorpos primarios: anticorpo monoclonal de camundongo anti-PLK1 (Invitrogen/Life
Technologies, 37—7000) na diluigdo de 1:100; anticorpo policlonal de coelho anti-PLK1
fosforilada em Ser137 (Upstate/EMD-Millipore, 07-1348) na diluicdo de 1:100; e
anticorpo monoclonal de camundongo anti-PLK1 fosforilada (pT210) conjugado com
Alexa Fluor® 488 (BD Bioscience, 558446) na diluicdo de 1:100. Para a detecgao
da tubulina, foi utilizado o anticorpo monoclonal de coelho anti-a-tubulina (Cell
Signaling, 2125) na diluigdo de 1:200. Os anticorpos secundarios de cabra (Alexa
Fluor®, Life Technologies) foram utilizados nas seguintes condi¢des: Alexa Fluor® 488
de cabra anti-lgG de camundongo (A-11017; 1:200) e Alexa Fluor® 555 de cabra anti-
IgG de coelho (A-21429; 1:200—-400).
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7. RESULTADOS

7.1. DINAMICA DA PLK1 TOTAL EM RELACAO A A-TUBULINA DURANTE A
MATURACAO MEIOTICA DOS OOCITOS MURINOS

A localizagao subcelular da PLK1 e sua relagdo com a a-tubulina
foram avaliadas por imunofluorescéncia indireta em od6citos de camundongos
maturados in vitro e coletados nos estagios de vesicula germinativa (GV), quebra da
vesicula germinativa (GVBD), metafase | (Ml), anafase/teléfase (Ana/Telo) e metafase
II (MIl). A Figura 1 apresenta a dindmica da distribuigdo subcelular da PLK1 ao longo
da maturagao meidtica.

No estagio GV, os odcitos apresentaram nucleo com cromatina
condensada ao redor do nucléolo e padrdo de marcagdo pontilhada de PLK1,
predominantemente associada a regides heterocromaticas. Ndo foi observada
colocalizagéo entre PLK1 e a-tubulina neste estagio, sendo a a-tubulina detectada na
forma de pequenos pontos nucleares dispersos.

Apos a GVBD, a PLK1 foi detectada como focos sobre os
cromossomos condensados, coincidente com a marcagao da a-tubulina nos polos do
fuso em organizagcdo. Esses achados sugerem o envolvimento da PLK1 na
organizagao dos centros organizadores de microtubulos (MTOCSs) citoplasmaticos,
caracteristicos de odcitos de roedores em MIl, que originam os dois polos do fuso
meiotico.

De forma consistente, no estagio Ml, a PLK1 foi observada coincidente
com a a-tubulina nos polos do fuso e concentrada na regido centromérica, indicando
participagdo no estabelecimento da ligagcdo adequada dos cinetécoros aos
microtubulos.

Durante a anafase e tel6fase, a PLK1 permaneceu associada a regiao
centromérica proxima as cromatides, porém sua distribuicdo nos polos do fuso
deslocou-se para a zona intermediaria, padrao condizente com sua fungdo na

citocinese.
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Telo/Ana

Figura 1 — Padrdo da localizagdo subcelular da PLK1 durante a maturagéo in vitro. Odcitos de
camundongos foram maturados in vitro e coletados nos estagios de vesicula germinativa (GV, 0 h),
quebra da vesicula germinativa (GVBD, 4 h), metéafase | (MI, 8 h), anafase/tel6fase (Ana/Telo, 10h) e
metéfase Il (Mll, 12 h). A PLK1 (coloragcédo vermelha) e a alfa-tubulina (coloragao verde) foram avaliadas
por imunofluorescéncia com anticorpos especificos e o DNA foi marcado com DAPI (coloragdo azul).

Fonte: Autor

Em MIl, a PLK1 voltou a ser detectada nos polos do fuso, reforgcando
a hipétese de sua atuacdo no estabelecimento de um fuso bipolar. Nesse estagio,
também foi observada marcagao de PLK1 na regido centromérica, coincidente com o
sinal de a-tubulina, o que sugere participagéo na ligacédo adequada dos cromossomos

aos microtubulos do fuso meidtico.
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7.2. DINAMICA DA PLK1 FOSFORILADA NO RESIDUO THR210 DURANTE
A MATURAGAO MEIOTICA DOS OOCITOS MURINOS

A localizagao subcelular da PLK1 fosforilada no residuo treonina 210
(Thr210) foi avaliada por imunofluorescéncia indireta em oécitos de camundongos
coletados apdés 0 h (GV), 4 h (GVBD), 8 h (Ml), 10 h (Ana/Telo) e 12 h (MIl) de
maturacdo in vitro. A Figura 2 ilustra a distribuicdo dinamica dessa forma ativa da
PLK1 ao longo das diferentes fases da meiose.

No estagio GV, a PLK1 fosforilada em Thr210 apresentou padrao
pontilhado predominante em regides heterocromaticas no nucleo, sem colocalizagao
evidente com microtubulos, refletindo um estado pré-ativacdo compativel com o
bloqueio meidtico caracteristico dessa fase.

Com a GVBD, observou-se redistribuicio marcante da PLK1
fosforilada, que passou a localizar-se nos polos do fuso meidtico, na regido
centromérica dos cromossomos e, adicionalmente, ao longo de toda a extensao do
fuso. Essa ampla marcagéo sugere que a ativagdo em Thr210 estd associada n&o
apenas ao controle dos polos, mas também a organizagdo e estabilizagdo dos
microtubulos durante a montagem do fuso bipolar.

Durante a M, esse padrao foi mantido, com forte sinal nos polos e nos
centrébmeros, indicando participacéo continua na ancoragem cinetécoro—microtubulo
e na manutengéao da integridade estrutural do fuso.

Na anafase/telofase, a marcagao nos polos diminuiu, com
deslocamento gradual para a zona intermediaria, mantendo-se presente nos
centrdmeros. Essa translocagao é compativel com o envolvimento da PLK1 fosforilada
em Thr210 na reorganizagéo do citoesqueleto e nos eventos iniciais da citocinese.

Por fim, na Mll, a PLK1 fosforilada em Thr210 voltou a se concentrar
principalmente nos polos e nos centrébmeros, apresentando localizagao no fuso
meiotico (microtubulos) e sinal coincidente com cromatina marcada por DAPI. Esse
padrao reforca seu papel essencial na estabilizacdo do fuso e na preparagao do odcito

para a segunda divisdo meidtica.
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Telo/Ana

Figura 2 — Distribuicdo subcelular da PLK1 fosforilada em Thr210 durante a maturagdo meiética de
oocitos de camundongos. Odcitos foram maturados in vitro e avaliados nos estagios de vesicula
germinativa (GV, 0 h), quebra da vesicula germinativa (GVBD, 4 h), metafase | (MIl, 8 h),
anafase/tel6fase | (Ana/Telo, 10 h) e metafase Il (MIl, 12 h). A PLK1 fosforilada no residuo Thr210
(pThr210-PLK1) foi detectada por imunofluorescéncia indireta (coloragdo verde) com anticorpo

especifico. O DNA foi corado com DAPI (coloragdo vermelha). Fonte: Autor

7.3. DINAMICA DA PLK1 FOSFORILADA NO RESIDUO SER137 DURANTE
A MATURACAO MEIOTICA DOS 0OCITOS MURINOS

A localizagao subcelular da PLK1 fosforilada no residuo serina 137
(Ser137) foi analisada por imunofluorescéncia indireta em oécitos de camundongos
nos estagios de vesicula germinativa (GV), quebra da vesicula germinativa
(GVBD), metafase | (MI), anafase/telofase e metafase Il (MIl). A Figura 3 ilustra a

distribuicdo espago-temporal dessa forma fosforilada ao longo da maturagéo meiética.
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No estagio GV, o sinal apresentou-se como pequenos focos
nucleares, predominantemente em regides heterocromaticas adjacentes ao nucléolo,

sem marcagao citoplasmatica detectavel.

Telo/Ana

\

Figura 3 — Dindmica subcelular da PLK1 fosforilada em Ser137 durante a maturagao in vitro de odcitos
de camundongos. Odcitos foram maturados in vitro e coletados nos estagios de vesicula germinativa
(GV, 0 h), quebra da vesicula germinativa (GVBD, 4 h), metafase | (MI, 8 h), anafase/tel6fase |
(Ana/Telo, 10 h) e metafase Il (MIl, 12 h). A PLK1 fosforilada no residuo Ser137 (pSer137-PLK1) foi
detectada por imunofluorescéncia indireta (coloracdo verde) utilizando anticorpo especifico, enquanto

o DNA foi corado com DAPI (coloragdo vermelha). Fonte: Autor

Apods a GVBD, a PLK1 fosforilada em Ser137 concentrou-se nos polos
do fuso meidtico em formacdo e na regido centromérica dos cromossomos,
permanecendo ausente na porcao central do fuso. Esse padrao foi preservado em M,
com intensa presenga nos polos e centrdbmeros, sugerindo um papel regulador na

ligacao cinetécoro—microtubulo e na organizagao dos polos do fuso.
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Durante a anafase e teléfase, o sinal nos polos reduziu-se
progressivamente, enquanto a marcagao centromérica foi mantida, acompanhada de
redistribuicdo para a zona intermediaria, padrao compativel com fungdes na transicéo
meidtica e na citocinese.

Na metéafase Il, a PLK1 fosforilada em Ser137 voltou a apresentar
forte marcacédo nos polos e centrdbmeros, mas também passou a ser detectada ao
longo do fuso meidtico, indicando possivel envolvimento na manutencdo e
estabilidade do fuso bipolar plenamente estabelecido, etapa essencial para a correta

segregacao cromossOmica na segunda divisdo meidotica.

7.4.INTEGRACAO DOS RESULTADOS

A comparacgao da distribuicdo subcelular da PLK1 total e de suas
formas fosforiladas nos residuos Thr210 e Ser137 revelou padrées gerais
semelhantes ao longo da maturagdo meidtica, mas com diferengas que indicam
papéis regulatorios distintos e complementares para cada estado de fosforilago.

No estagio de vesicula germinativa (GV), todas as formas
apresentaram marcacao nuclear pontilhada, concentrada em regides heterocromaticas
adjacentes ao nucléolo, sem sinal aparente no citoplasma. Apos a quebra da vesicula
germinativa (GVBD), a PLK1 total e a pSer137 localizaram-se predominantemente nos
polos do fuso e nos centrbmeros, enquanto a pThr210, além dessas regides,
apresentou distribuicdo continua ao longo dos microtubulos do fuso, sugerindo
envolvimento direto na montagem e estabilizacdo dessa estrutura.

Durante a metafase | (MI), manteve-se essa diferenciagdo, com a
pThr210 preservando a marcacao sobre o fuso e as demais formas restritas a polos e
centrdbmeros. Na anafase/teléfase, todas as variantes mantiveram o sinal
centromeérico, reduziram a marcagao nos polos e redistribuiram-se para a zona
intermediaria (mid-zone), padrdao compativel com fun¢des na reorganizagao do fuso e

na citocinese.
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Na metafase Il (Mll), observou-se convergéncia parcial: PLK1 total e
pSer137 exibiram marcagdo também ao longo do fuso, padrdao semelhante ao da
pThr210, sugerindo atuacdo cooperativa na estabilizacdo do fuso bipolar ja
estabelecido. A pThr210, entretanto, manteve seu padrdo caracteristico desde a
GVBD, reforcando seu papel continuo na organizacdo e na estabilidade dos
microtubulos durante todo o processo meidtico.

Em conjunto, os resultados indicam que a fosforilagdo da PLK1 em
Thr210 esta mais diretamente associada a montagem e estabilidade estrutural do
fuso, enquanto a fosforilagdo em Ser137 parece estar relacionada a regulagao da
interacado cinetdocoro—microtubulo e a manutencdo dos polos, especialmente nas

etapas iniciais da maturacio e posterioemente na estabilidade do fuso na MII.

8. DISCUSSAO

A Polo-like kinase 1 (PLK1) € uma quinase serina/treonina que
desempenha papéis fudamentais em multiplos processos do ciclo celular, incluindo a
entrada na mitose/meiose, maturacdo do centriolo, condensagdo cromossOmica,
montagem do fuso mitético/meidtico e citocinese (ABE et al., 2011; KAGAMI et al.,
2017). Apesar do conhecimento avangado sobre a funcdo da PLK1 em mitose, sua
regulacéo e papel durante a meiose, especialmente na transi¢do da meiose | (Ml) para
meiose Il (MIl) em odcitos, sdo menos compreendidos. Os dados obtidos em diferentes
modelos, incluindo odécitos murinos, porcinos e em estudos in vitro, tém fornecido
evidéncias fundamentais para esclarecer a dinamica e fungdes especificas da PLK1
durante a maturacado meidtica (FEITOSA et al., 2018).

Nos odcitos, a retomada da meiose € caracterizada pela
desintegragdo da membrana nuclear (GVBD) e pela condensagdo cromossémica,
eventos que dependem de uma regulagao precisa da atividade de multiplas quinases,
incluindo a PLK1 (SOLC et al., 2015; ZHANG et al., 2017). A analise da dindmica da
PLK1 total e suas formas fosforiladas em Thr210 e Ser137 evidencia um padrao
temporal e espacial distinto durante as fases da meiose, com a PLK1 fosforilada
acumulando-se no cinetdcoro, polos do fuso e regides do LISD (liquid-like meiotic
spindle domain), sugerindo que a regulacéo pés-traducional da PLK1 é crucial para o
seu correto recrutamento e fungao (FEITOSA et al., 2018; SO et al., 2019).
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Os resultados obtidos sustentam a hipotese de que a fosforilagdo da
PLK1 no residuo Thr210 ocorre de forma mais pronunciada nos polos do fuso durante
as fases de organizacdo e estabilizacdo do fuso meidtico (GVBD e MI),
desempenhando papel predominante na regulagdo da dinamica dos microtubulos e
na formagao do fuso bipolar funcional. Essa modificagdo, associada ao padrao de
distribuicdo ao longo da rede microtubular, sugere um envolvimento direto na
montagem estrutural do fuso e na manutencéo de sua integridade ao longo da meiose.

Por outro lado, a fosforilagdo no residuo Ser137 apresentou padrao
de localizagao diferenciado, com maior associagao a regiao centromérica ao longo da
meiose, indicando participagdo mais direta na estabilizagdo da ligacao cinetécoro—
microtubulo e na garantia da correta segregagao cromossodmica. Essa localizagao
restrita aos polos e centrédmeros, exceto em Mll, onde também é observada na regido
do fuso, reforga a ideia de que a Ser137 atua de forma complementar ao Thr210,
exercendo funcgéo regulatéria mais focalizada, mas igualmente indispensavel para a
fidelidade da divisdo celular.

Diferentemente das células somaticas, que possuem centriolos, os
oocitos de mamiferos formam fusos meidticos acentriolares, dependentes da
fragmentagao e reagrupamento dos centros organizadores de microtubulos (MTOCs),
processo no qual a PLK1 exerce papel essencial. A PLK1 é requerida para a
dissociacdo de C-NAP1 dos MTOCs, possibilitando sua fragmentacdo e a
subsequente formagéo do fuso bipolar funcional (CLIFT; SCHUH, 2015; FEITOSA et
al., 2018). A auséncia ou inibicdo da PLK1, demonstrada tanto por mutacao
condicional quanto por inibidores farmacoldgicos como Bl12536 e GSK461364, resulta
em fusos malformados, com auséncia de proteinas essenciais como gamma-tubulina,
CEP192 e NEDD1 nos MTOCs, culminando em falha da segregagdo cromossémica
(SOLC et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

A formacao adequada do fuso é pré-requisito para o estabelecimento
das ligagbes cinetdcoro-microtubulo estaveis, que sdo monitoradas pelo checkpoint
do fuso (SAC). A PLK1 regula essa ligagédo direta e indiretamente, estabilizando os
microtubulos nos cinetécoros e promovendo a satisfacdo do SAC, liberando a anafase
(SOLC et al., 2015; CLIFT; SCHUH, 2015), onde a inibigdo da PLK1 nao alterou a
montagem inicial do fuso, mas comprometeu a segregacéo cromossdmica, resultando
em bloqueio no estagio de anafase | e falha na extrusdo do primeiro corpusculo polar,

sugerindo uma funcgéo critica da PLK1 na manutencédo da estabilidade cinetdécoro-
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microtubulo e na ativagdo do APC/C (SUN et al., 2012; WHITFIELD et al., 2013;
ZHANG et al., 2017; BRAUN et al., 2021).

Além disso, a PLK1 esta implicada na regulacdo da ativagdo do
APC/C, promovendo a degradagdo de inibidores como EMI1, o que permite a
degradacgao subsequente de securina e ciclina B, essenciais para o avango da meiose
(Hansen et al., 2004; jia et al., 2016). Diferentemente do que ocorre em células
somaticas, onde a simples abolicdo do SAC pode permitir a entrada na anafase
mesmo na auséncia de PLK1, nos odcitos a atividade plena da PLK1 € indispensavel
para a ativagcao do APC/C e progressao da meiose, possivelmente devido ao maior
volume celular e a necessidade de degradacgao eficiente de maiores quantidades de
substratos (SUN et al., 2012; WHITFIELD et al., 2013; BRAUN et al., 2021).

Outro aspecto relevante é o papel da PLK1 na manutencdo da
condensagao cromossOmica durante a transicao MI-MIl. Nossos dados de localizagao
subcelular corroboram com a hipotese que a PLK1 contribui para manter o estado
condensado dos cromossomos, prevenindo sua descondensagao prematura,
provavelmente via manutengéo da atividade do complexo CDK1-ciclina B (FEITOSA
etal., 2018; ZHANG et al., 2017), fundamental para a qualidade dos odcitos maturos.

Em sintese, a dinamica diferenciada da fosforilagdo em Thr210 e
Ser137 demonstra que essas modificagdes pods-traducionais ndo sdo redundantes,
mas complementares, e que ambas sao indispensaveis para a coordenacido dos
eventos que asseguram a montagem e estabilidade do fuso meidtico, a correta
segregacgao cromossdmica e a progressao ordenada da meiose. Tais mecanismos
evidenciam a importancia da PLK1 como um regulador multifuncional e essencial para

a fidelidade meidtica e a competéncia do odcito.

9. CONCLUSAO

Este estudo fornece evidéncias de que a fosforilagdo da PLK1 nos
residuos Thr210 e Ser137 é diferencialmente regulada durante a meiose de odcitos
murinos, refletindo papéis complementares na montagem, manutengcdo e
reorganizacao do fuso meiotico. Enquanto a pThr210 mostra-se envolvida desde
etapas iniciais até a estabilidade fusorial continua, a pSer137 desempenha funcao
mais restrita ao inicio e manutencdo tardia deste processo, ressaltando a

complexidade regulatéria da PLK1 na maturagdo oocitaria.
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