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RESUMO 

 

Fitocistatinas são inibidores competitivos de proteases cisteínicas em plantas que 

atuam principalmente na inibição de papaínas. Entretanto, há uma demonstração in vitro de 

uma fitocistatina carboxi-estendida com capacidade de inibir também uma protease do tipo 

legumaína. Em arroz existem 12 genes de fitocistatinas, mas apenas um deles (OcXII), 

possui a extensão C-terminal. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho é compreender a 

diversidade e os mecanismos de interação entre as fitocistatinas e suas proteases cisteínicas 

alvo em arroz, com ênfase nas implicações funcionais da OcXII. Neste trabalho, nós 

demonstramos que, em arroz, os 12 genes de fitocistatinas têm um perfil de expressão 

gênica diferenciado na germinação e em respostas ambientais, sendo OcI, OcIII e OcXII os 

genes mais expressos. O peptídeo recombinante, correspondente à extremidade C-terminal 

da OcXII possui capacidade inibitória de legumaínas e não afeta a atividade das papaínas. 

Através do silenciamento transcricional da OcXII, via RNAi, foram obtidas plantas com 

atividades proteolíticas aumentadas tanto de papaínas quanto legumaínas, em adição a um 

fenótipo de crescimento inicial acelerado. O fenótipo oposto é observado em plântulas 

crescendo em condições alcalinas. Plantas expressando o promotor OcXII fusionado ao 

gene repórter gus demonstraram um perfil de ativação de OcXII durante a germinação, 

principalmente na região do escutelo das sementes. Esta ativação de OcXII permanece alta 

quando as sementes são mantidas com níveis elevados de ABA e sob estresse alcalino. 

Como alvos específicos de OcXII, as legumaínas estão relacionadas com a biossíntese de 

componentes vacuolares e degradação de proteínas de armazenamento. Em arroz, nós 

encontramos cinco diferentes loci para as legumaínas. Análises filogenéticas e estudos de 

expressão gênica demonstraram uma maior associação de OsaLeg2 e OsaLeg3 com tecidos 

de semente, e OsaLeg1, 4 e 5 com tecidos vegetativos. Também foram observadas formas 

de splicing alternativo, com potencial de originar diferentes isoformas ativas de 

legumaínas. Em geral, nossos dados demonstram o envolvimento bifuncional da OcXII nos 

processos de germinação e defesa interagindo e inibindo a atividade de proteases 

cisteínicas específicas, onde a região N-term de OcXII inibe papaínas, enquanto a C-term 

inibe legumaínas. 
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ABSTRACT 

 

Phytocystatins are competitive inhibitors of cysteine proteases in plants, principally 

inhibiting papain-like proteases activity. However, there is one in vitro demonstration that 

a carboxy-extended phytocystatin can inhibit legumain-like proteases either. In rice there 

are 12 phytocystatins genes, but only one (OcXII) has the C-terminal extension. Thus, the 

aim of this study is to understand the diversity and interaction mechanisms among 

phytocystatins and its cysteine protease targets in rice, focusing on OcXII functional 

implications. In this work we demonstrated that in rice, the 12 phytocystatins genes have a 

different gene expression profile during the germination and environmental responses, 

while OcI OcIII and OcXII were the most expressed genes. A recombinant peptide 

corresponding to the different C-terminus of OcXII was produced and its inhibitory 

capacity was confirmed against legumains without affecting the activity of papains. OcXII 

transcriptional silencing, via RNAi, resulted in plants with increased proteolytic activity 

for both papain and legumains, in addition to an accelerated initial growth phenotype. The 

opposite phenotype is observed in seedlings growing under alkaline conditions. Plants 

expressing the OcXII promoter fused to gus reporter gene demonstrated an OcXII 

activation profile during germination, especially in the seed scutellum region. This OcXII 

activation remains high when the seeds are kept at high ABA levels or under alkaline 

conditions. As specific OcXII targets, legumains are related to the biosynthesis of vacuolar 

storage components and protein degradation. In rice, we found 5 different loci for 

legumains. Phylogenetic analyses and gene expression studies demonstrated a greater 

association of OsaLeg3 and OsaLeg2 with seed tissues, while OsaLeg1, 4 and 5 were more 

abundant in vegetative tissues. Also alternatively spliced forms were observed, with the 

potential to produce different isoforms of active legumains. Overall, our data demonstrate 

the involvement of the bifunctional OcXII in germination processes and defense, 

interacting and inhibiting the activity of specific cysteine proteases, where its N-term 

region inhibits papain, while the C-term inhibits legumains. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I 

- Introdução - 



8 

 

1. Inibidores de proteases cisteínicas 

Existem diversos genes que codificam para proteases nos mais variados tipos de 

organismos conhecidos, os quais são equipados com uma grande maquinaria proteolítica, a 

fim de regular reversível ou irreversivelmente o destino das proteínas em suas células. As 

proteases são extremamente necessárias para os organismos, elas clivam ligações 

peptídicas, degradam proteínas em aminoácidos, removem proteínas não funcionais e 

participam na regulação de vias importantes em respostas ambientais, e de 

desenvolvimento. Isto faz com que haja uma alta especificidade e uma fina regulação da 

atividade da protease sobre seu substrato. A presença de uma cisteína (Cys), como 

nucleófilo, ativada por uma histidina (His), no sítio catalítico, caracteriza as proteases 

cisteínicas (van der Hoorn, 2008). A atividade destas proteases é eficientemente regulada 

através da inibição de seu sítio catalítico pela interação com inibidores de proteases 

cisteínicas. Naturalmente, os organismos possuem inibidores de proteases cisteínicas 

endógenos, produzidos de acordo com sua necessidade fisiológica. Tais inibidores foram 

caracterizados e denominados cistatinas (Barrett, 1981), sendo posteriormente incluídos no 

banco de dados MEROPS, no clã IH e na família I25.  

1.1 Cistatinas 

As cistatinas são inibidores competitivos de proteases cisteínicas que, interagindo 

com o sítio ativo das enzimas-alvo, bloqueiam o acesso ao substrato. Embora sejam 

consideradas inibidores competitivos, a afinidade por algumas proteases-alvo é 

extremamente elevada, tornando difícil a reversão da inibição (Barrett, 1987). 

Primeiramente isoladas e caracterizadas em animais (em clara de ovo de galinha (Fossum 

and Whitaker, 1968)), a superfamília das cistatinas está envolvida na proteção de células e 

tecidos contra a atividade proteolítica de peptidases lisossomais liberadas em condições 

normais de morte celular, ou ainda em situações de proliferação de células cancerígenas ou 

parasitas e patógenos (Abrahamson et al., 2003). 

A identificação de homólogos de cistatinas em outros metazoários levou-as a uma 

subdivisão em três famílias principais, de acordo com a homologia entre suas sequências, 

presença de pontes dissulfeto e a massa molecular da proteína. As cistatinas de tipo 1, ou 

stefinas, possuem uma massa molecular de aproximadamente 11kDa, com apenas um 

domínio inibitório e sem pontes dissulfeto; as de tipo 2, cistatinas propriamente ditas, 
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também apresentam um domínio inibitório único, porém possuem massa molecular de 

~15kDa com quatro resíduos cisteínicos formando pontes dissulfeto; ainda as cistatinas de 

tipo 3, ou kininogênios, possuem domínios inibitórios múltiplos, possivelmente resultantes 

de eventos de duplicação (Turk and Bode, 1991; Abrahamson et al., 2003; Benchabane et 

al., 2010), que originam proteínas de altas massas moleculares (60-120kDa). Estes 

inibidores de proteases caracterizam-se especificamente pela presença de pelo menos um 

domínio cistatina, o qual é formado por três motivos proteicos conservados: (1) um resíduo 

de glicina (G) na região amino-terminal; (2) o motivo QxVxG; e (3) um triptofano (W) na 

região carboxi-terminal, sendo que, estes dois últimos motivos estruturais localizam-se no 

primeiro e segundo loops entre as folhas-β da estrutura terciária. Estes motivos proteicos 

são os principais responsáveis pela atividade inibitória das cistatinas, pois eles interagem 

diretamente com o sítio ativo das enzimas-alvo, as proteases cisteínicas (Bode et al., 1988) 

(Fig.1). Além disso, estes domínios são altamente conservados em termos de sequência e 

estrutura uma vez que, as cistatinas são proteínas bastante antigas em termos evolutivos, 

podendo ser encontradas em diversos organismos.  

Figura 1. Modelo estrutural de uma cistatina e sua interação com uma protease-alvo. A) visão frontal e 

lateral demonstrando as cinco folhas-β, a α-hélice e os dois loops inibitórios. B) visão da cistatina interagindo 

com a protease cisteínica modelo, a papaína. Reproduzido de Benchabane et al., 2010. 

 

1.2 Fitocistatinas 

 

Alguns anos após a identificação de cistatinas em animais verificou-se que estes 

inibidores de proteases cisteínicas também estavam presentes em plantas, através do 

isolamento e caracterização de uma cistatina em arroz, a oryzacistatina (Abe et al., 1987a). 

Desta forma abriram-se precedentes para a busca destes inibidores de proteases nas mais 

diversas espécies de plantas e organismos distantemente relacionados, aumentando 

expressivamente o número de proteínas conhecidas. Com o aumento deste conhecimento, 

C-terminal 

1º loop 

2º loop 

N-terminal 
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pôde-se verificar que as cistatinas de plantas apresentavam uma peculiaridade, elas 

compartilhavam uma sequência característica não encontrada nas demais cistatinas de 

metazoários. Assim, os inibidores de proteases cisteínicas em plantas foram denominados 

fitocistatinas (PhyCys), diferindo das cistatinas animais pela presença do motivo 

conservado LARFAVDEHN em sua α-hélice amino-terminal, formando um cluster 

evolutivo distinto e monofilético, com a característica única de que este motivo específico 

encontra-se sempre à uma distância de 17 aminoácidos do domínio QxVxG (Margis et al., 

1998) (Fig.2). 

Figura 2. Organização genética das stefinas, cistatinas e fitocistatinas. A estrutura de aminoácidos 

está representada pelos boxes retangulares, com os motivos proteicos conservados identificados pelos 

retângulos hachurados, de acordo com a legenda especificada. Os aminoácidos cujos códons são separados 

por introns estão indicados acima dos retângulos, com seus respectivos tamanhos (bp). Ao lado esquerdo 

encontram-se identificadas as famílias de cistatinas (stefinas, cistatinas ou fitocistatinas (PhyCys)), assim 

como a espécie de origem da proteína: Rno (Rattus norvegicus), Hsa (Homo sapiens), Osa (Oryza sativa), 

Stu (Solanum tuberosum), Gma (Glycine max), Dca (Daucus carota) e Ath (Arabidopsis thaliana). Figura 

retirada de Margis et. al 1998. 

 

As fitocistatinas são desprovidas de sítios putativos de glicosilação, de resíduos 

cisteínicos, e de pontes dissulfeto. Entretanto, as pontes dissulfeto podem ser 
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satisfatoriamente substituídas por outros tipos de interações moleculares que mantenham a 

estrutura funcional da proteína, como interações hidrofóbicas de resíduos aromáticos 

conservados que ocorrem entre as folhas antiparalelas β4-β5 e a conformação do loop2 

(Margis et al., 1998). Apesar destas restrições particulares às fitocistatinas, grande parte 

das características moleculares das cistatinas e fitocistatinas manteve-se através do 

processo evolutivo dos eucariotos, uma vez que estes inibidores de proteases cisteínicas 

estão amplamente distribuídos entre animais e plantas. Apesar das divergências entre as 

sequências de aminoácidos, as cistatinas de animais e as fitocistatinas possuem uma 

estrutura terciária conservada, formada por cinco folhas-β antiparalelas ao redor de uma α-

hélice central (Turk and Bode, 1991).  A conservação da estrutura terciária, assim como 

dos motivos QxVxG e W nas estruturas de loop do inibidor, tanto em cistatinas quanto em 

fitocistatinas, sugere um mecanismo inibitório conservado entre animais e plantas 

(Benchabane et al., 2010). 

As fitocistatinas podem ser subdivididas em três grupos distintos, de acordo com 

seu peso molecular e estrutura evolutiva. A maioria é incluída no grupo I, possuindo 

aproximadamente 12-16kDa e apenas um domínio cistatina, com aproximadamente 100 

resíduos de aminoácidos. No grupo II, encontram-se as fitocistatinas com 

aproximadamente 23kDa e além do domínio cistatina característico na região amino-

terminal, também possuem uma extensão carboxi-terminal com um domínio similar a 

cistatina, tendo assim ~200 resíduos de aminoácidos. O terceiro grupo, contém as 

fitocistatinas de ~80kDa, conhecidas como multicistatinas, uma vez que possuem diversos 

domínios cistatinas repetidos (Margis-Pinheiro et al., 2008; Wang et al., 2008; Chu et al., 

2011). 

Desta forma, as fitocistatinas são os inibidores de proteases cisteínicas de plantas, 

equivalentes as cistatinas de animais. Grande parte de suas funções já são conhecidas, 

entretanto ainda há muito para ser descoberto e compreendido funcionalmente. Em plantas, 

os mecanismos mais estudados envolvem o controle de vários processos fisiológicos e 

celulares de proteólise endógena até a inibição de proteases cisteínicas exógenas, 

secretadas por parasitas e patógenos (Grudkowska and Zagdańska, 2004; Dutt et al., 2010; 

Kunert et al., 2015). Entretanto, ainda existem inúmeras lacunas sobre quais as proteases e 

qual a eficiência inibitória que as fitocistatinas exercem sobre elas em diferentes situações. 
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2. Inibição de proteases cisteínicas por cistatinas e fitocistatinas 

 

Evolutivamente conservadas, cistatinas e fitocistatinas são inibidores de proteases 

cisteínicas (Kordis and Turk, 2009). Os alvos primários destes inibidores são proteases da 

família C1A, composta principalmente por proteases do tipo papaínas (papaínas, 

catepsinas, quimopapaína, bromelaína, ficaína, entre outras) (Bode et al., 1988; Arai et al., 

1991; Martinez et al., 2009). A inibição destas proteases resulta da interação forte e 

reversível com as cistatinas, através do contato direto de três partes do inibidor (os dois 

loops inibitórios e o segmento amino-terminal) (Fig1), conforme descrito no primeiro 

modelo de interação de cistatinas com suas proteases-alvo (Bode et al., 1988). As enzimas 

do tipo papaínas tem uma estrutura tridimensional muito similar entre si, com dois lobos 

conectados em forma de “V”, compostos por α-hélices e folhas-β formando um sulco onde 

se localiza o sítio ativo da protease, contendo os resíduos catalíticos Cys-His (Turk and 

Turk, 2001). Os dois loops inibitórios das cistatinas interagem competindo e se ligando 

diretamente a este sítio ativo nas enzimas do tipo papaínas (Turk et al., 1998). Este tipo de 

inibição tem sido bastante estudada, existindo uma infinidade de trabalhos sobre este 

mecanismo inibitório e efeitos em diferentes organismos (Barrett, 1981; Abe et al., 1988; 

Machleidt et al., 1989; Arai et al., 1991, 2002; Björk et al., 1994; Ohtsubo et al., 2005; 

Hong et al., 2008; Wang et al., 2008; Hwang et al., 2009; Martinez et al., 2009; Martínez 

et al., 2012; Diaz-Mendoza et al., 2014). 

Adicionalmente, demonstrou-se mais recentemente que algumas cistatinas animais 

também conseguiam inibir proteases de uma família bastante diferente das papaínas 

(família C1A), as legumaínas que pertencem à família C13. Estas duas famílias de 

proteases apresentam arranjos diferenciados em seus sítios catalíticos, além de motivos 

diferentes formando os sítios ativos, com estruturas tridimensionais divergentes. 

Alternativamente às proteases do tipo papaínas, as legumaínas estão mais relacionadas 

estruturalmente e funcionalmente com enzimas relacionadas às caspases, que são proteases 

aspartato-específicas (Chen et al., 1998). Outra evidência sugere um mecanismo inibitório 

diferente para as legumaínas, uma vez que elas não são inibidas pelo maior inibidor das 

enzimas do tipo papaínas, o E-64 (Chen et al., 1997), suportando a teoria de que a 

topologia do sítio ativo das legumaínas é diferente da observada em papaínas. Assim, em 

1991, um primeiro estudo demonstrou que a cistatina C de humanos era capaz de inibir 
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legumaínas da mesma forma que ela inibe proteases da família C1, com alta afinidade em 

uma ligação competitiva e reversível (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Entretanto, o 

mecanismo de inibição de legumaínas por cistatinas é bastante diferente da inibição de 

papaínas, sendo que, para que as legumaínas sejam inibidas, é necessária a interação com o 

resíduo de asparagina (Asn) localizado no segmento de loop que conecta a α-hélice 

principal da estrutura da cistatina com a primeira folha-β (Fig3). Desta forma, constatou-se 

que existiam algumas cistatinas com capacidade bifuncional de atuação, inibindo proteases 

do tipo papaínas e também proteases do tipo legumaínas, através de dois sítios inibitórios 

independentes da cistatina (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Em algumas situações pode 

até ocorrer uma inibição simultânea dos dois tipos de proteases e formando um complexo 

ternário papaína-cistatina-legumaína. 

Figura 3. Representação da esturura da cistatina C animal, com seus domínios inibitórios. A 

estrutura tridimensional é baseada na estrutura descrita para a cistatina da clara de ovo de galinha. A região 

da cistatina que constitui o sítio inibitório responsável pela inibição das proteases do tipo papaínas está 

identificada pela região circulada, com os motivos G, QxVxG e W. Próximo à α-hélice da estrutura estão 

identificados os átomos que compõe o resíduo de asparagina (Asn), responsável pela inibição de proteases do 

tipo legumaínas. Figura adaptada de (Alvarez-Fernandez et al., 1999). 

 

Assim como as cistatinas, algumas fitocistatinas são diferenciadas dentro da mesma 

família inibidores de proteases cisteínicas. As plantas possuem cópias variadas de genes de 

fitocistatinas, mas na maioria das espécies de Viridiplantae analisadas até o momento, 

pode-se encontrar pelo menos uma cópia de fitocistatina que possua uma extensão carboxi-

terminal, com o motivo SNSL conservado (Martinez and Diaz, 2008). Em 2007, Martinez 

et al., descreveram a similaridade deste domínio SNSL com àquele domínio da cistatina 

G 
QxVxG 

W 

Asn 

Sítio inibitório de 

proteases do tipo 

papaínas 
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humana, importante  para a inibição de proteases do tipo legumaínas em plantas. De forma 

bastante conservada com as cistatinas bifuncionais, a extensão carboxi-terminal das 

fitocistatinas possui o resíduo de asparagina (Asn) na região do loop logo após a α-hélice 

principal da estrutura terciária, e é este resíduo de asparagina que confere a capacidade 

inibitória de legumaínas à extensão C-terminal das fitocistatinas. Isto tudo foi demonstrado 

in vitro, onde a fitocistatina carboxi-estendida de cevada foi capaz de inibir a atividade da 

legumaína humana, além de inibir a atividade de proteases tipo legumaínas em extratos 

proteicos de cevada (Martinez et al., 2007). 

Os estudos realizados até o momento serviram para estabelecer a funcionalidade das 

cistatinas e fitocistatinas como inibidores de proteases cisteínicas do tipo papaínas, levando 

a um amplo conhecimento sobre estas interações. Entretanto, os estudos sobre a capacidade 

inibitória de legumaínas ainda são escassos, limitando-se a poucos estudos in vitro 

(Martinez et al., 2007; Santos-Silva et al., 2012). Tendo em vista a importância das 

proteases cisteínicas de ambas as famílias C1A e C13 para os organismos, aqui com 

interesse especifico em plantas, torna-se importante a ampliação do conhecimento sobre as 

fitocistatinas como inibidores bifuncionais endógenos destes dois tipos de proteases 

cisteínicas. 

 

2.1 Proteases do tipo Papaínas em plantas 

 

O número de proteases cisteínicas da família C1A em plantas é bastante elevado, 

estando em quantidades mais reduzidas apenas em algas e outras plantas mais basais 

(Martinez and Diaz, 2008). As atividades desempenhadas pelas proteases do tipo papaínas 

estão relacionadas a diversos processos fisiológicos importantes nas plantas vasculares 

(Beers et al., 2004), destacando-se sua atuação sobre proteínas intracelulares, processando, 

modificando e remobilizando proteínas de armazenamento durante a germinação das 

sementes (Watanabe et al., 1991; Lepelley et al., 2012), durante a senescência ou morte 

celular programada (Beers et al., 2000; Hayashi et al., 2001; Wan et al., 2002; Diaz-

Mendoza et al., 2014), ou ainda, em situações de estresse (Khanna-Chopra et al., 1999). 
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Na defesa contra patógenos e insetos, as proteases C1A também são importantes, atuando 

contra as proteínas por eles produzidas e secretadas (Chen et al., 1992; van der Hoorn and 

Jones, 2004; Dutt et al., 2010). Organismos que se alimentam de plantas podem facilmente 

ser intoxicados pelo látex que é secretado pelas plantas, uma vez que esse látex é composto 

por diversas proteases do tipo papaínas (Konno et al., 2003). As papaínas de plantas foram 

classificadas em nove subfamílias (RD21A, CEP1, XCP2, XBCP3, THI1, SAG12, 

RD19A, AALP, CTB3) e análises bioquímicas revelaram que estas proteínas existem em 

diferentes isoformas ativas, em pH variados e com sensibilidade alterada para diferentes 

inibidores (Richau et al., 2012). Mais especificamente, as proteases da família C1A de 

plantas estão proximamente relacionadas às catepsinas de mamíferos que pertencem aos 

grupos B, F, H e L (Martinez and Diaz, 2008), possuindo mecanismos de ação e estruturas 

tridimensionais semelhantes (Kamphuis et al., 1985). Desde a descoberta destas proteases, 

até os dias atuais, os avanços em bioquímica e biologia molecular proporcionaram a 

caracterização das mais diversificadas proteases cisteínicas entre a família C1A, com 

distribuições específicas entre tecidos ou características únicas. Entretanto, o elevado 

número destas proteases sugere que possa existir sobreposição de funções, com possível 

redundância funcional, sendo que ainda há muito a ser explorado sobre as proteínas-alvo 

destas enzimas. 

 

2.2 Proteases do tipo legumaínas em plantas 

As legumaínas são proteases cisteínicas que pertencem à família C13 (EC 3.4.22.34, 

MEROPS), e estão presentes tanto em plantas quanto em animais. Previamente descritas 

em plantas, estas proteases também foram denominadas de Vacuolar Processing Enzymes 

(VPEs), sendo sintetizadas como pro-peptídeos, que por sua vez, são co-

transcricionalmente direcionados para o lúmen do retículo endoplasmático rugoso, onde, 

na forma de uma pro-legumaína inativa é transportada para o vacúolo ou parede celular 

(Hara-Nishimura et al., 1991; Müntz and Shutov, 2002). Ao alcançar estes compartimentos 

celulares, sob condições de pH ácido, a legumaína é auto-cataliticamente ativada (Hiraiwa 

et al., 1999; Fischer et al., 2000; Kuroyanagi et al., 2002). Legumaínas são também 

conhecidas como asparaginil endopeptidases, devido a sua habilidade de reconhecer e 

clivar ligações peptídicas contendo resíduos de asparagina (Asn), ou ácido aspártico (Asp) 

(Abe et al., 1993; Ishii, 1994; Becker et al., 1995; Hiraiwa et al., 1999). Tais 
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especificidades catalíticas tornam as legumaínas importantes no processamento de outras 

proteínas em suas respectivas formas maduras, para ativá-las, mobilizá-las, ou ainda, 

estocá-las de acordo com as necessidades metabólicas e fisiológicas da planta (Hara-

Nishimura et al., 1991). 

Nas sementes de plantas, as legumaínas são responsáveis pelo processamento pós-

traducional de diversas proteínas, atuando em vias de biogênese ou armazenamento das 

mesmas. Desta forma, as legumaínas contribuem para a biossíntese de diversos 

componentes vacuolares nas sementes, além de outros tecidos, como também no 

endosperma, nos cotilédones, na raiz, no hipocótilo e nas folhas (Hara-Nishimura et al., 

1995). Durante a germinação e o crescimento da plântula as legumaínas são importantes na 

ativação de outras proteases cisteínicas (como as da família C1A, tipo papaínas), para a 

degradação de proteínas de armazenamento e desenvolvimento da planta (Okamoto and 

Minamikawa, 1999; Kato et al., 2003). Na defesa contra patógenos também há uma 

atuação das legumaínas nas respostas de morte celular programada e resposta 

hipersensível, uma vez que legumaínas possuem atividade similar às caspases (Hatsugai et 

al., 2004; Rojo et al., 2004). Em plantas, não são conhecidos genes específicos de 

caspases, portanto, outros genes, tais como as legumaínas são capazes de desempenhar 

estas funções na morte celular (Bonneau et al., 2008). As caspases são endopeptidases 

aspartato específicas, extremamente importantes para o processo de apoptose em células 

animais, mas que são estruturalmente relacionadas com as legumaínas de plantas, 

possuindo especificidade semelhante pelo sítio de clivagem de suas proteínas-alvo (Chen 

et al., 1998; Shutov et al., 2012). 

 Usualmente, as legumaínas de plantas são separadas em dois grandes grupos, (1) 

semente e (2) vegetativo, devido ao seu padrão de expressão gênica em diferentes tecidos e 

pela homologia entre suas sequências peptídicas (Müntz et al., 2002; Müntz and Shutov, 

2002). Estas características estão provavelmente relacionadas com a especificidade dos 

papéis desempenhados pelas legumaínas durante o ciclo de vida da planta. Entretanto, nem 

todas as legumaínas se encaixam nesta classificação. Em Arabidopsis thaliana, quatro 

genes homólogos de legumaínas estão relativamente bem descritos, αVPE e γVPE são 

mais específicas em órgãos vegetativos, βVPE em sementes e δVPE, diferente das duas 

famílias propostas, é encontrada em estágios centrais da embriogênese, antes da síntese das 

proteínas de armazenamento (Yamada et al., 2005). A inclusão das legumaínas nestes dois 
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grandes grupos pode ser relacionada com a classificação dos tipos vacuolares de plantas: 

em vacúolos de armazenamento e vacúolos líticos. Desta forma αVPE e γVPE possuem 

expressão gênica detectada em vacúolos líticos de órgãos vegetativos, e os alvos destas 

duas legumaínas provavelmente são enzimas hidrolíticas vacuolares, induzidas pela 

senescência. As legumaínas geralmente são pouco detectadas em tecidos de folhas 

saudáveis, mas aparecem de forma marcante nos tecidos em senescência, seguidas pela 

ativação de proteases cisteínicas em resposta à senescência e degradação do tecido (Hara-

Nishimura et al., 1998; Kinoshita et al., 1999). Em plantas, os homólogos de βVPE são 

detectados em vacúolos de armazenamento proteicos, desempenhando funções na 

maturação de algumas proteínas (Hara-Nishimura and Nishimura, 1987; Hara-Nishimura et 

al., 1993, 1995; Kinoshita et al., 1999). Também, em Arabidopsis, a expressão do gene 

βVPE diminui após a germinação da semente e continua diminuindo gradativamente com o 

crescimento da plântula (Kinoshita et al., 1999). As diferenças entre o padrão de expressão 

e funções destes dois grupos de legumaínas sugerem que existam diferentes elementos 

regulatórios na região promotora destes genes, os quais são responsáveis pela expressão 

espacial e temporal diferenciada das legumaínas (Kinoshita et al., 1999; Müntz and 

Shutov, 2002). Desta forma, sabe-se da importância dos papéis desempenhados pelas 

legumaínas nos organismos, entretanto existem poucos estudos moleculares e funcionais 

sobre a diversidade e especificidade desta família de proteases. 

 

3. O modelo vegetal 

O arroz (Oryza sativa L.) é o alimento diário de pelo menos metade da 

população de nosso Planeta, proporcionando também uma grande fonte de renda em 

função de sua produção. O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de arroz, sendo 

esta produção destacada na região Sul, onde totaliza 60% da produção nacional 

(http://sistemasdeproducao. cnptia.embrapa.br). Entre as monocotiledôneas o arroz pode 

ser considerado uma planta modelo de estudos moleculares e funcionais, sendo que 

diversos protocolos de manipulação genética estão bem estabelecidos, além de muitas 

informações moleculares, tais como sequência completa do genoma, bancos de ESTs, 

microarranjos, transcriptomas, entre inúmeras outras informações. Assim, o arroz torna-se 

um excelente modelo para estudos, uma vez que, queira-se entender mecanismos 

biológicos básicos das plantas, necessários à sua sobrevivência e evolução, para 
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futuramente modificar geneticamente plantas a fim de melhorar cada vez mais seu cultivo 

e utilização. 

 

4. Fitocistatinas em arroz (Oryza sativa) 

A primeira fitocistatina a ser identificada em plantas, na década de 80, foi a 

oryzacistatina-I (OcI), encontrada em sementes de arroz. Sua caracterização demonstrou 

que ela era capaz de inibir efetivamente proteases cisteínicas do tipo papaínas (Abe et al., 

1987b), através dos domínios cistatina característicos, mas sem a necessidade do resíduo 

de glicina (Gly) na região amino-terminal (Abe et al., 1988). Posteriormente a sequência 

genômica codificadora da OcI foi identificada e descrita, onde o gene OcI possuía cerca de 

1.4kb de tamanho, com três exons e dois introns (Hiroto et al., 1989). Em 1990, uma nova 

fitocistatina foi isolada em arroz, a OcII, também encontrada em sementes e com 

aproximadamente 55% de identidade com a OcI em nível proteico (Kondo et al., 1990). 

Neste estudo, as comparações realizadas entre OcI e OcII revelaram algumas 

peculiaridades de cada gene, como a diferença entre a especificidade inibitória de cada um, 

onde OcI inibe mais eficientemente papaínas do que OcII. A localização de OcI e OcII em 

sementes maduras de arroz sugeriu seus envolvimentos na regulação da proteólise 

desencadeada por diversos tipos de proteases (Kondo et al., 1990).  Posteriormente, a 

descrição da organização genômica de OcII revelou também uma grande similaridade 

estrutural em relação à OcI (Kondo et al., 1991). Estas descobertas e caracterizações 

iniciais desencadearam uma busca por fitocistatinas em outros organismos do reino 

vegetal, além de uma contínua caracterização e validação da atividade inibitória das 

fitocistatinas já descritas de arroz (Arai et al., 1991; Turk and Bode, 1991; Urwin et al., 

1995a). A utilização destes inibidores de proteases cisteínicas também começou a ser 

avaliada de forma recombinante, com efeito sobre proteases de patógenos e parasitas 

(Chen et al., 1992; Urwin et al., 1995b). A OcI foi a primeira fitocistatina a ter sua 

estrutura tridimensional avaliada por cristalografia, com uma resolução de 2.8 Å (Kudo et 

al., 1998), sendo posteriormente melhor resolvida e mais detalhada por RMN (Ressonância 

Magnética Nuclear), revelando uma maior similaridade desta fitocistatina com as cistatinas 

(tipo 2) de animais (Nagata et al., 2000). Mais recentemente, em calos de arroz da 

variedade nipponbare, foi realizada a caracterização de uma terceira fitocistatina em arroz, 

a OcIII, altamente homóloga à OcII, mas com algumas diferenças na região amino-
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terminal e na sua organização genômica. A OcIII assim como as outras duas fitocistatinas, 

OcI e OcII, possui capacidade in vitro de inibição de proteases do tipo papaínas, sendo que 

a constante de inibição da OcIII difere de OcI e OcII. A eficiência de inibição de papaínas 

obedece a ordem OcI> OcIII> OcII, além da OcIII ser a única das três com capacidade de 

inibir eficientemente a catepsina B (Ohtsubo et al., 2005). Assim, grande parte das 

descobertas iniciais, relacionadas a características e funções das fitocistatinas, deve-se aos 

estudos aprofundados com as fitocistatinas de arroz. 

O sequenciamento do genoma do arroz proporcionou uma ampla identificação dos 

genes homólogos de fitocistatinas, totalizando 12 genes encontrados e anotados como OcI, 

OcII, OcIII, OcIV, OcV, OcVI, OcVII, OcVIII, OcIX, OcX, OcXI e OcXII (Martínez et 

al., 2005). Estes genes encontram-se nos respectivos loci gênicos: Os01g58890, 

Os05g41460, Os05g33880, Os01g68660, Os01g68670, Os03g11180, Os03g11170, 

Os03g31510, Os03g11160, Os04g28250, Os09g08100 e Os01g16430, e foram 

encontrados tanto no genoma da sub-espécie japônica, quanto na subespécie indica, com 

apenas algumas variações de aminoácidos na região do peptídeo sinal. Ainda, segundo 

Martinez et al., 2005, a organização genômica das fitocistatinas em arroz demonstra que 

três genes (OcI, OcII e OcIII) possuem um intron entre as sequências que codificam o 

motivo conservado LARFAV e o sítio ativo QxVxG (Fig 4). Algumas das sequências de 

arroz não possuem introns em suas ORFs (OcIV-  OcXI), e apenas um dos genes, OcXII, 

possui três introns. Estas sequências estão distribuídas em cinco cromossomos diferentes, 

sendo que algumas delas estão arranjadas de forma consecutiva, o que poderia inferir a 

existência de eventos de duplicação entre as fitocistatinas de arroz (Fig 5). 

Figura 4. Estrutura e organização genômica das fitocistatinas em arroz. O acrônimo referente 

ao nome de cada gene é indicado antes de cada locus gênico. Na estrutura predita para cada gene, o 

tamanho dos introns é indicado abaixo de cada linha representativa, e nos exons, representados 

pelas caixas, o motivo LARFAV é indicado pelas linhas diagonais e o motivo QxVxG pelas regiões 

em preto. Ao lado de cada estrutura encontra-se indicado o tamanho predito da proteína resultante 

em aminoácidos. Figura reproduzida de Martinez et al., 2005. 
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Figura 5. Organização cromossômica dos genes de fitocistatinas em arroz. Os genes estão 

distribuídos em 5 cromossomos. As fitocistatinas OcIV e OcV apresentam um padrão de 

duplicação no cromossomo 1, enquanto que as OcVI, OcVII e OcIX apresentam este padrão no 

cromossomo 3. Figura reproduzida de Martinez et al., 2005. 

 

A sequência proteica predita para as fitocistatinas de arroz, juntamente com os 

motivos proteicos encontrados, sugere que elas possuem uma estrutura tridimensional 

similar à descrita para OcI (Nagata et al., 2000). A maior parte dos resíduos que 

constituem a estrutura das cinco folhas-β e a α-hélice são conservados entre todas as 

sequências proteicas identificadas em arroz, além de uma grande conservação dos motivos 

envolvidos na interação com as proteases cisteínicas. Entretanto, três sequências de 

fitocistatinas em arroz, OcVII, OcIX e OcXI, não possuem o aminoácido triptofano (W), 

importante no segundo loop da estrutura da proteína para a inibição das proteases-alvo 

(Koiwa et al., 2001; Martínez et al., 2005). Adicionalmente, em arroz, existe uma única 

fitocistatina com a extensão carboxi-terminal, a OcXII, e a provável capacidade de inibir 

proteases cisteínicas do tipo legumaínas, além de proteases tipo papaínas (Martínez et al., 

2005; Martinez et al., 2007; Margis-Pinheiro et al., 2008). 

Alguns estudos iniciais levaram em consideração o perfil de expressão gênica das 

fitocistatinas em arroz avaliando bancos de ESTs disponíveis, para alguns tecidos como 

folha, raiz, flor e semente. A expressão de OcI foi encontrada nestes quatro tecidos 

avaliados, enquanto outras fitocistatinas (OcIV, OcV, OcVI, OcVII, OcIX e OcXI) não 

foram detectadas nas bibliotecas de ESTs analisadas. As demais fitocistatinas (OcII, OcIII, 

OcVIII, OcX e OcXII) apresentam um padrão mais restrito de expressão gênica, a OcII 

sendo expressa em folha, raiz e flor, a OcIII apenas em folha e flor, a OcVI em folha e 

semente, a OcX em folha e raiz e a OcXII sendo expressa em folha e semente (Martínez et 

al., 2005). Desta forma, sabe-se que as doze fitocistatinas de arroz possuem um padrão 

diverso de expressão gênica e atividade, sendo que poucas delas foram caracterizadas 

detalhada e extensivamente, através de novas técnicas de biologia molecular. Conhecendo 

melhor cada gene de fitocistatina em arroz, será possível compreender melhor os 

mecanismos de controle de proteólise locais e específicos da planta. 
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Capítulo II 

- Objetivos -  
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As fitocistatinas são caracteristicamente inibidores de proteases cisteínicas do tipo 

papaínas, entretanto a descoberta de que algumas fitocistatinas possuem uma extensão 

carboxi-terminal levantou a possibilidade de uma nova função para estes genes. Alguns 

estudos com genes homólogos sugerem a bifuncionalidade para estas fitocistatinas, as 

quais teriam a capacidade de inibir tanto proteases do tipo papaínas quanto legumaínas. 

Muitas vezes os genomas de plantas apresentam redundância gênica, dificultando a 

compreensão da função de um gene específico. Excepcionalmente, o arroz (Oryza sativa) 

apresenta uma única cópia da fitocistatina carboxi-estendida (OcXII). Assim o objetivo 

geral deste trabalho, é compreender a diversidade e os mecanismos de interação entre as 

fitocistatinas e suas proteases cisteínicas alvo em arroz, com ênfase nas implicações 

funcionais da OcXII para o desenvolvimento vegetal. Para isto, os objetivos específicos 

incluem: 

1) Determinar o perfil de expressão dos genes de fitocistatinas e proteases 

cisteínicas em diferentes tecidos, durante o desenvolvimento vegetal e sob 

condições de estresse ambiental;  

2) Caracterizar genes de legumaínas em plantas sob aspectos evolutivos, 

relacionando-os com a diversidade funcional das mesmas;  

3) Analisar linhagens de plantas silenciadas para o gene OcXII, verificando 

alterações fenotípicas e moleculares;  

4) Avaliar o perfil da atividade de proteases cisteínicas em plantas OcXII 

silenciadas, identificar espacial e temporalmente as proteases com atividade 

alterada;  

5) Relacionar a atividade da fitocistatina carboxi-estendida com funções biológicas 

da planta durante o desenvolvimento, ou frente à respostas ambientais. 
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Capítulo VI 

- Discussão-  
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1. A família das fitocistatinas em arroz, diversidade e especificidades 

 

As fitocistatinas, funcionalmente importantes como inibidores reversíveis e de alta 

afinidade por proteases cisteínicas, começaram a ser descobertas em plantas na década de 

80 (Abe et al., 1987b). Mais recentemente, o sequenciamento de genomas completos 

possibilitou a busca por genes homólogos em diferentes organismos, revelando assim uma 

grande variedade de genes de cistatinas e fitocistatinas conservados entre eucariotos e 

procariotos (Margis et al., 1998; Martinez and Diaz, 2008; Kordis and Turk, 2009). Em 

arroz (Oryza sativa), 12 genes de fitocistatinas foram preditos, anotados e denominados de 

OcI a OcXII (Martínez et al., 2005), em referência às oryzacistatinas (cistatinas de arroz) 

previamente descritas e caracterizadas (OcI, OcII e OcIII) (Ohtsubo et al., 2005). Nesta 

identificação inicial, as 12 fitocistatinas de arroz foram analisadas de forma estrutural, com 

avaliação de alguns resultados funcionais obtidos em bancos de dados de expressão gênica 

(EST–Expressed sequence tags) (Martínez et al., 2005). 

De forma geral, neste trabalho, nós demonstramos que a família gênica das 

fitocistatinas em arroz é evolutivamente bem conservada, sendo que apenas um dos 12 

genes não possui o domínio inibitório cistatina (OcIX), e outro gene (OcXII), possui uma 

extensão carboxi-terminal com o domínio similar a cistatina. Outros 3 genes (OcVII, OcIX 

e OcXI), não apresentam o resíduo de triptofano que compõe o domínio cistatina, 

conforme já detectado anteriormente (Martínez et al., 2005). O agrupamento filogenético 

das fitocistatinas em arroz reflete várias tendências observadas na expressão destes genes, 

relacionando diretamente o processo evolutivo e as funções particulares de cada 

fitocistatina em arroz. Analisando os genes de fitocistatinas de forma global, incluindo os 

genes homólogos encontrados em 26 genomas de plantas, é possível observar a existência 

de três grandes grupos filogenéticos. O primeiro grupo de sequências, bem suportado, 

possui uma relação mais estreita com as fitocistatinas de plantas basais, o que sugere uma 

relação mais conservada entre eles, contendo sequências que não divergiram muito de suas 

formas ancestrais. Um segundo e terceiro grupo de sequências são bem suportados 

internamente, mas a relação global com as demais fitocistatinas, não está bem estabelecida. 

Isto sugere de forma clara que, os genes destes dois grupos, são genes com sequências 

mais divergentes, que estão menos evolutivamente relacionados com as sequências 

ancestrais de plantas basais, podendo ter se originado em eventos de duplicação singulares 



25 

 

de cada espécie ou grupo mais proximamente relacionado (ex. gramíneas). Esta hipótese 

baseia-se conjuntamente nas informações estruturais e funcionais obtidas para as 

fitocistatinas de arroz, onde OcI, OcII, OcIII e OcXII (grupo 1), são os únicos genes com 

introns e com níveis de expressão gênica mais elevado. As demais fitocistatinas, OcIV – 

OcXI, são genes estruturalmente sem introns, sendo que alguns deles demonstram um 

perfil evidente de duplicação gênica, detectado tanto pelo sinal filogenético, quanto pela 

posição cromossômica em loci sequenciais (Martínez et al., 2005), além da perda de 

domínios funcionais em alguns destes genes. 

Em arroz, as fitocistatinas apresentam um padrão específico e variado de 

expressão gênica em diferentes órgãos, tecidos ou estágios de desenvolvimento. 

Entretanto, ainda que hajam variações, é possível detectar uma expressão gênica mais 

significativa entre as fitocistatinas que compõe o grupo 1, o que reforça a hipótese de que 

estes genes em particular são os mais conservados evolutivamente, retendo as funções 

primárias de inibidores de proteases cisteínicas de forma mais ampla. A análise de dados 

de microarranjos, RNAseq e RT-qPCR revelam que os genes mais ubiquamente expressos 

são os que compõe o grupo 1 (OcI, OcIII e OcXII), enquanto que os genes dos grupos 2 e 3 

tem uma expressão gênica mais basal e tecido específica, ou mesmo sem expressão 

detectada (OcVII e OcIX). Este padrão de expressão gênica, função e conservação 

evolutiva também é observado em cevada, onde a maioria dos genes homólogos aos do 

grupo 3 não tem níveis de mRNA detectáveis, com baixa expressão proteica e sem 

capacidade inibitória contra proteases cisteínicas endógenas (Martinez et al., 2009). Desta 

forma, pode-se verificar que apesar do número elevado de genes de fitocistatinas em 

plantas, nem todos parecem ser funcionais, existindo genes parálogos originados em 

eventos de duplicação, ou homólogos que perderam sua função. Adicionalmente, alguns 

destes genes, ortólogos ou parálogos, parecem ter adquirido uma subfuncionalização para 

atividades específicas mais restritas em alguns tecidos ou algumas situações fisiológicas. 

Entretanto, o grupo de fitocistatinas mais conservado e com níveis de expressão gênica 

mais significativa (grupo 1), ao que tudo indica, parece conter os genes majoritariamente 

responsáveis pelo controle da proteólise nas plantas (OcI, OcIII e OcXII). 
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1.1.  Fitocistatinas carboxi-estendidas, diversificação e evolução funcional 

A descoberta de fitocistatinas com sequências maiores, devido à existência de um 

domínio adicional similar à cistatina em suas extremidades carboxi-terminais, levou a uma 

diferenciação destes genes nos genomas de plantas e os mesmos são conhecidos como 

fitocistatinas carboxi-estendidas (Martínez et al., 2005; Margis-Pinheiro et al., 2008). Estes 

inibidores carboxi-estendidos possuem dois domínios principais, o primeiro deles é o 

domínio cistatina canônico, localizado na parte amino-terminal da proteína, ele possui os 

motivos (QxVxG e W) nos loops inibitórios da estrutura tridimensional. O segundo 

domínio, na região carboxi-terminal é um domínio similar a cistatina, mas que de fato, não 

possui similaridade de sequência com as cistatinas, ao invés disto, ele possui o domínio 

SNSL conservado (Martinez et al., 2007). Nossas análises de modelagem tridimensional 

realizadas com a fitocistatina carboxi-estendida de arroz, a OcXII, demonstram que a 

estrutura desta proteína têm duas regiões principais separadas espacialmente em dois lobos, 

de acordo com os domínios inibitórios preditos N-terminal e C-terminal. 

As fitocistatinas carboxi-estendidas puderam ser detectadas nos genomas de todas 

as 26 plantas com genoma sequenciado analisadas neste estudo, com algumas diferenças 

entre número de cópias por genoma. As relações filogenéticas encontradas sugerem uma 

única origem ancestral, com divergência posterior, durante a especiação das famílias ou 

gêneros de plantas. Previamente, já havia sido proposto que a extensão carboxi-terminal 

das fitocistatinas originou-se a partir da duplicação de uma cistatina, seguida de evolução 

divergente (Martinez and Diaz, 2008; Margis-Pinheiro et al., 2008; Benchabane et al., 

2010). Interessantemente, plantas mais basais como musgos, possuem duas cópias das 

fitocistatinas carboxi-estendidas e este padrão se repete em muitas espécies de 

dicotiledôneas. Além disso, as duas cópias gênicas detectadas em dicotiledôneas diferem 

entre si por várias substituições de aminoácidos, inclusive em regiões próximas aos sítios 

inibitórios. Se esta segunda cópia gênica, mais divergente, mantém o mesmo padrão 

funcional da cópia mais conservada, ainda é uma questão em aberto para ser testada. 

Diferentemente, as monocotiledôneas analisadas possuem apenas uma cópia da 

fitocistatina estendida, o que sugere a ocorrência de uma perda gênica provavelmente em 

algum ancestral das monocotiledôneas. 

Comprovadamente, algumas cistatinas de animais (ex. cistatinas humanas C, E/M 

e F) são aptas a inibir consecutivamente proteases C1A (papaínas) e C13 (legumaínas), 
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podendo inclusive formar um complexo ternário (papaína-cistatina-legumaína). Entretanto, 

esta inibição é realizada por dois sítios diferentes, mas espacialmente próximos na 

estrutura do inibidor: o domínio cistatina (QxVxG e W), inibidor de proteases do tipo 

papaínas, e o resíduo de Asn logo após a α-hélice principal da estrutura, inibindo 

legumaínas (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Em plantas, o que podemos observar é uma 

possível reestruturação das fitocistatinas, onde a principal função inibitória de proteases 

C1A permaneceu em todas as fitocistatinas, enquanto que a habilidade de inibição de 

proteases C13 parece ter sido transferida para a extensão C-terminal, onde encontra-se o 

resíduo de asparagina. Esta separação entre os dois domínios inibitórios, em plantas, 

provavelmente deve ter ocorrido em algum ancestral das embriófitas, logo após a 

duplicação do domínio cistatina. Este domínio duplicado, por sua vez, começou a divergir 

e reestruturar-se de forma específica, sofrendo diversas substituições de aminoácidos, 

perdendo o domínio QxVxG, porém mantendo sua estrutura tridimensional similar as 

cistatinas, mas apenas com domínio SNSL, contendo o resíduo de asparagina (N) 

conservado. Desta forma, o processo evolutivo em plantas parece ter direcionado as 

atividades inibitórias de diferentes grupos de proteases para regiões espacialmente mais 

distantes no inibidor, assim originando uma fitocistatina carboxi-estendida. A eficiência de 

inibição de diferentes proteases pelas cistatinas animais ou pelas fitocistatinas carboxi-

estendidas de plantas, ainda é um ponto a ser revisto para futuras comparações dos 

mecanismos inibitórios. 

No genoma de arroz, existe apenas uma cópia gênica da fitocistatina carboxi-

estendida, denominada OcXII. Direcionando nossas análises para este gene, foi possível 

obter uma estrutura tridimensional hipotética através de modelagem por homologia. Esta 

estrutura demonstra claramente que ambos os domínios amino-terminal e carboxi-terminal 

são estruturalmente similares, apesar das diferenças existentes em termos de sequência 

nucleotídica e de aminoácidos, conforme predito anteriormente. No modelo é possível 

verificar que ambos os domínios estão espacialmente separados na estrutura da proteína, 

levantando-se então à hipótese de que OcXII pode ser o inibidor bifuncional de proteases 

cisteínicas em arroz, atuando sobre proteases do tipo papaína (C1A) com a região amino-

terminal, e também sobre legumaínas (C13) com o domínio carboxi-terminal.  
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1.2. Variações das fitocistatinas de arroz em tecidos específicos e respostas a 

fatores ambientais 

O envolvimento das fitocistatinas em respostas a variações e estresses ambientais 

é um fato amplamente estabelecido, uma vez que, durante situações adversas as atividades 

proteolíticas estão envolvidas no controle de inúmeras funções fisiológicas (Pesquet, 

2012). Sendo assim, muitas correlações e inferências funcionais podem ser obtidas 

analisando-se os perfis de atividade das fitocistatinas com suas proteases-alvo. Em arroz, a 

família gênica das fitocistatinas apresenta perfis variados de expressão gênica, 

considerando os 12 genes em diferentes tecidos e situações ambientais. 

Algumas fitocistatinas possuem atividade antifúngica, inibindo o crescimento de 

micélios, a germinação de esporos e fungos fitopatogênicos (Yang and Yeh, 2005; 

Martinez et al., 2005; Wang et al., 2008; Pirovani et al., 2010; Carrillo et al., 2011), 

proporcionando resistência a insetos e fitopatógenos (Senthilkumar et al., 2010; Jung et al., 

2010). Em arroz, através de RT-qPCR nós pudemos detectar que a utilização de quitosan 

como um elicitor fúngico desencadeia um aumento na expressão gênica das fitocistatinas, 

principalmente de OcI e OcXII, o que também já havia sido previamente detectado em 

nível de proteínas para as fitocistatinas de maneira geral (Agrawal et al., 2002). 

Adicionalmente, as fitocistatinas têm a capacidade de inibir proteases exógenas, 

participando dos mecanismos de defesa das plantas. Em Theobroma cacao, a fitocistatina 

TcCYS4 auxilia na prevenção da morte celular em folhas inibindo a atividade das 

proteases (Pirovani et al., 2010), assim como a AtCYS1 de A. thaliana é induzida após 

ferimentos mecânicos, suprimindo a morte celular e resposta hipersensível (Belenghi et al., 

2003). Quando as plantas de arroz sofrem alguma injúria em suas folhas, todas as 

fitocistatinas têm um decréscimo momentâneo em seus níveis de mRNA, entretanto, OcIII 

e OcXII são as mais responsivas em estágios posteriores demonstrando um considerável 

aumento de expressão gênica após 24h. Assim, de forma mais específica, a OcI de arroz  é 

mais responsiva a infecção por patógenos, enquanto OcIII e OcXII parecem estar mais 

envolvidas em respostas a ferimentos mecânicos. Em outros processos como a senescência, 

onde várias proteases cisteínicas são ativadas, algumas fitocistatinas tem um declínio 

significativo em seus níveis de mRNA (OcI, OcIV, OcVI, OcX e OcXI), o que faz-se 

necessário para que haja a ativação das proteases cisteínicas. 
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Considerando as inúmeras situações adversas às quais uma planta pode ser 

exposta, alguns estudos apontam que genes homólogos a fitocistatinas em Arabidopsis, 

tem um aumento de expressão gênica em condições de estresse salino (Zhang et al., 2008). 

Em arroz, as fitocistatinas OcI, OcIII e OcXII são induzidas quando há uma aumento de 

salinidade no meio. Outras inúmeras respostas fisiológicas são mediadas pelo fitormônio 

ABA (ácido abscisico), que é uma molécula sinalizadora altamente importante para as 

plantas (Lee and Luan, 2012). Algumas fitocistatinas de arroz são responsivas a este 

hormônio vegetal, entre elas OcI, OcX e OcXII têm um aumento de expressão gênica, 

enquanto OcIV, OcVI e OcXI têm um decréscimo significativo nos níveis de mRNA. 

Similarmente, alguns genes homólogos em Arabidopsis (AtCYS3 e AtCYS6), são genes 

tipicamente induzíveis por ABA, e capazes de controlar as taxas de germinação e 

crescimento da plântula (Zhang et al., 2008).  

Estas análises, de forma geral, estão relacionadas com o que se sabe sobre os 

genes homólogos em outras plantas, como em Arabidopsis, uma planta modelo de estudos 

em dicotiledôneas. Aqui, a demonstração da variedade funcional das fitocistatinas em 

monocotiledôneas, adiciona informações importantes sobre as fitocistatinas. Em arroz, 

assim como em outras plantas, as fitocistatinas também apresentam importantes papeis no 

controle das proteases, refletindo no tempo de germinação das sementes e crescimento das 

plântulas. Nós demonstramos ainda, que os inibidores de proteases cisteínicas em arroz 

têm padrões de expressão gênica específicos em diferentes tecidos, e em resposta a 

diferentes condições ambientais, as quais podem ser futuramente relacionadas diretamente 

às proteases-alvo e suas especificidades de interações, que podem diferir entre tecidos e 

condições ambientais. 

 

1.3.  O importante papel das fitocistatinas durante a germinação e o 

crescimento das plantas 

Durante a germinação, as fitocistatinas desempenham um papel importante na 

inibição de proteases cisteínicas, controlando assim a germinação através da regulação de 

atividade de papaínas que, por exemplo, mobilizam outras proteínas de armazenamento 

provendo os nutrientes necessários para a planta em formação (Arai et al., 1998, 2002; 

Hwang et al., 2009; Benchabane et al., 2010; Martínez et al., 2012). Os primeiros 
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trabalhos com as fitocistatinas já demonstravam sua importância em sementes de arroz 

(Abe et al., 1987a). Grande parte das fitocistatinas que detectamos aqui apresenta níveis 

bastante elevados de expressão gênica nas sementes dormentes, entretanto logo após 12h 

do início do processo de germinação estes níveis caem drasticamente. Isto ocorre 

principalmente com as fitocistatinas OcI, OcIII, OcVI, OcVIII e OcXII, e esta queda é 

inversamente proporcional à atividade das proteases cisteínicas avaliadas, as quais têm um 

aumento. Esta correlação inversa corrobora a hipótese de inibição pelas fitocistatinas e 

diminuição da atividade das proteases-alvo, onde, o decréscimo da expressão gênica das 

fitocistatinas, faz com que estes inibidores estejam presentes em menor quantidade nas 

células, permitindo que as proteases-alvo exerçam as suas funções proteolíticas. A 

degradação das proteínas de reserva e remobilização de nutrientes é um dos eventos mais 

importantes para a germinação e crescimento inicial das plântulas. Em um modelo 

proposto, durante a formação das sementes há um aumento na quantidade das 

fitocistatinas, enquanto ocorre a deposição das proteínas de armazenamento. Esta 

quantidade de fitocistatinas permanece alta durante o período de dormência da semente, 

para a proteção destas proteínas de armazenamento. Então, no momento em que inicia a 

germinação, há uma diminuição do nível de fitocistatinas, de forma a aumentar a atividade 

das proteases necessárias para desencadear a hidrólise e mobilização das proteínas 

armazenadas (Benchabane et al., 2010). 

 

2. Proteases cisteínicas do tipo legumaínas em arroz, identificação e 

caracterização gênica 

Legumaínas, ou VPEs (vacuolar processing enzymes), são proteases cisteínicas 

que pertencem à família C13 (EC 3.4.22.34) e são amplamente encontradas em plantas e 

animais. Estas proteases possuem a habilidade de realizar proteólise limitada do substrato 

após resíduos de asparagina (Asn), e em alguns casos após resíduos de ácido aspártico 

(Asp) (Abe et al., 1993; Becker et al., 1995; Hiraiwa et al., 1999), mas também são 

capazes de desempenhar proteólise ilimitada, dependendo da conformação do substrato. 

No genoma do arroz, existem 5 genes de legumaínas que podem ser agrupados 

filogeneticamente nos grupos pré-estabelecidos de legumaínas “vegetativas” e legumaínas 

de “semente”. Estes grupos foram estabelecidos previamente com base em estudos de 

expressão gênica e similaridade de sequências de legumaínas de plantas (Hara-Nishimura 
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et al., 1991; Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011; Shutov et al., 2012). Adicionalmente um 

grupo de sequências a parte é encontrado apenas em dicotiledôneas, contendo genes de 

legumaínas detectados durante a embriogênese (Yamada et al., 2005). A análise 

filogenética aqui apresentada sugere que todas estas diversificações funcionais de 

subgrupos de legumaínas tiveram uma origem ancestral, durante o processo de especiação 

de Viridiplantae. As legumaínas de arroz foram nomeadas e classificadas de acordo com 

seu locus gênico e posição filogenética. OsaLeg1, OsaLeg4 e OsaLeg5 são genes 

característicamente do grupo “vegetativo”, enquanto que OsaLeg2 e OsaLeg3 estão 

incluídas no grupo de legumaínas características de sementes. Com exceção de OsaLeg5 

que apresenta um padrão de duplicação gênica a partir de OsaLeg4, os demais genes de 

arroz apresentam sequência e estrutura conservada com os homólogos descritos em 

Arabidopsis. Esta visão inicial propiciou um ponto de partida para a caracterização mais 

específica dos genes de legumaínas em arroz. 

As análises de expressão gênica demonstram que há uma correlação entre o perfil 

de mRNA detectado e a classificação nos grupos de tecidos propostos. OsaLeg1 e OsaLeg4 

tem expressão gênica mais elevada em tecidos vegetativos, enquanto OsaLeg2 e OsaLeg3 

tem seus maiores níveis de expressão gênica detectados em sementes. Entretanto, esta 

correlação é apenas superficial e deve ser utilizada com cuidado, uma vez que todas as 

legumaínas expressas foram detectadas em todos os tecidos e regiões da planta analisados, 

mas nem sempre com alto nível de expressão gênica. OsaLeg3 por exemplo, é inclusive 

mais expressa em tecidos vegetativos do que OsaLeg4, entretanto, os maiores níveis de 

mRNA de OsaLeg3 encontram-se em sementes, enquanto que os maiores níveis de 

OsaLeg4 encontram-se em tecidos vegetativos. Apenas OsaLeg5 não teve sua expressão 

gênica detectada. Desta forma, esta classificação em “vegetativo” e “semente” aplica-se 

apenas quando consideramos o tecido com o maior nível de expressão das legumaínas, mas 

sem excluir que a mesma também seja transcrita nos demais tecidos da planta. Assim 

como, já haviam indícios prévios de que a expressão das legumaínas não é mutualmente 

exclusiva em diferentes tecidos, podendo, inclusive, uma legumaína complementar a 

função de outra (Gruis et al., 2004). 

Em arroz, dois trabalhos prévios já haviam identificado a existência da atividade 

de legumaínas em sementes, tanto de OsaLeg2 quanto de OsaLeg3, levando em 

consideração suas semelhanças com a β-VPE de arabidopsis. OsaLeg2 foi reportada como 



32 

 

importante na ativação de uma protease cisteínica do tipo papaína, para a digestão de 

proteínas de armazenamento (Kato et al., 2003). Já a OsaLeg3, da mesma forma 

relacionada com a β-VPE, teve sua importância estabelecida no processamento eficiente da 

gluteína em sementes de arroz (Wang et al., 2009). 

Algumas legumaínas “vegetativas” já foram amplamente caracterizadas pela sua 

importância em processos como a senescência, ativando outras proteases ou degradando 

outras proteínas (Rojo et al., 2003; Donnison et al., 2007; Hara-Nishimura and Hatsugai, 

2011). Estas proteases encontram-se no mesmo grupo filogenético das legumaínas 

“vegetativas” de arroz, OsaLeg1, OsaLeg4 e OsaLeg5, as quais possuem um nível de 

expressão gênica ainda mais acentuado em folhas senescentes (exceto OsaLeg5), sugerindo 

o envolvimento destas proteases no metabolismo de senescência em folhas de arroz. De 

forma similar, estas legumaínas “vegetativas” podem estar correlacionadas com o processo 

de morte celular nas plantas, na senescência natural ou induzida por alguns tipos de 

patógenos (Beers et al., 2000). Em tabaco foi claramente demonstrada a importância das 

legumaínas na indução de morte celular através de sua atividade de caspase-1, 

desencadeando uma resposta hipersensível após infecção por vírus, prevenindo sua 

dispersão pela planta (Hatsugai et al., 2004). Em arroz, as legumaínas apresentaram um 

aumento de expressão gênica em plantas que sofreram injúrias mecânicas, revelando um 

potencial de ativação em resposta a mecanismos de morte celular, assim como também 

reportado em outras plantas (Yamada et al., 2004; Hara-Nishimura et al., 2005). 

A influência do ácido abscísico na ativação da transcrição de genes de legumaínas 

é bastante relevante (Santos-Silva et al., 2012; Julián et al., 2013), da mesma forma, as 

legumaínas de arroz apresentam respostas variadas ao tratamento com ABA, sendo 

induzidas de maneira geral. Entretanto, utilizando-se nicotinamida para bloquear a síntese 

endógena de ABA, em um experimento de estresse por sal, pode-se perceber que apenas 

OsaLeg2 é diretamente sensível aos níveis de ABA endógenos. Para as demais legumaínas 

de arroz este efeito não foi evidente e direto, podendo sugerir mecanismos indiretos de 

resposta ao ABA. A alta sensibilidade de OsaLeg2 ao ABA pode ser relacionada ao fato de 

que esta é a legumaína mais expressa em sementes secas. Ao mesmo tempo em que o ABA 

controla a dormência das sementes, quando a germinação inicia os níveis de ABA 

diminuem e consequentemente a expressão gênica de OsaLeg2 também diminui 

drasticamente. Isto ocorre de forma inversa para as demais legumaínas durante a 
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germinação, onde a diminuição gradativa dos níveis de ABA leva ao aumento dos níveis 

de transcrição dos genes de OsaLeg1, OsaLeg4 e inclusive OsaLeg3 ao longo do período 

de germinação e crescimento da plântula. 

Algumas sequências de legumaínas anotadas no genoma de arroz apresentam 

diferentes isoformas transcritas para um mesmo gene, configurando possíveis sequências 

com splicing alternativo. As variações de splicing de um gene resultam em importantes 

fontes de diversificação proteômica, podendo aumentar a variabilidade dos organismos. As 

legumaínas OsaLeg1 e OsaLeg2 apresentam duas versões de transcritos para cada gene 

(1.1 e 1.2, 2.1 e 2.2), e sob condições ambientais estáveis a isoforma 1 (maior e mais 

completa) é sempre a mais abundante para ambos os genes. Contudo, quando as plantas 

sofrem algum ferimento em suas folhas, a isoforma OsaLeg1.2 passa a ser mais abundante. 

Esta isoforma não possui a sequência do peptídeo sinal, o que faz com que seu mRNA 

correspondente provavelmente não atinja os compartimentos celulares de destino (retículo 

endoplasmático e vacúolo), sugerindo que talvez esta proteína acabe ficando restrita ao 

citoplasma da célula. Estruturalmente, as isoformas de splicing de OsaLeg1 não parecem 

afetar drasticamente a funcionalidade das legumaínas em termos de especificidades para 

reconhecimento do substrato, mantendo uma estrutura tridimensional bastante similar à 

forma canônica. Os transcritos de OsaLeg2 não apresentam alterações significativas, sendo 

que nas situações analisadas a isoforma 2.2 nunca chega a ser mais expressa do que a 

isoforma 2.1, apesar de perceber-se leves alterações nas suas proporções relativas. A 

isoforma 2.2 é desprovida de um segmento carboxi-terminal, originando uma proteína pré-

ativada, hipoteticamente sem a necessidade de contato com pH ácido para sua ativação. 

Entretanto, mais estudos são necessários para demonstrar de fato a funcionalidade destas 

isoformas de legumaínas. 

Em conclusão, as legumaínas de arroz são amplamente conservadas 

filogeneticamente e estruturalmente, quando comparadas com outros genes de legumaínas 

previamente descritos, mantendo inclusive uma semelhança de estrutura terciária com as 

legumaínas animais. Assim como em outras plantas, as legumaínas de arroz subdividem-se 

em agrupamentos filogenéticos um pouco distintos que têm correlação com seus perfis 

transcricionais, em diferentes situações fisiológicas, tempo de desenvolvimento da planta, 

ou variações ambientais. Embora os ramos filogenéticos apresentem um bom suporte para 

a manutenção da classificação “semente/vegetativa”, deve ficar claro que as legumaínas 
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não são expressas somente nestes tecidos específicos. Assim como demonstrado aqui, as 

legumaínas foram detectadas em todos os tecidos analisados, com diferentes quantidades 

de mRNA, podendo refletir diferentes especificidades seus pelos substratos. Assim como, a 

detecção de diferentes isoformas para um mesmo transcrito de legumaína pode sugerir a 

existência de neofuncionalizações e diferentes especificidades por substratos, refletindo 

diretamente no modo de atuação e funções destas proteases. 

 

3. Fitocistatinas bifuncionais em plantas, a importância da fitocistatina 

carboxi-estendida de arroz 

Atualmente, o conhecimento que existe acerca das fitocistatinas estabelece que a 

função melhor caracterizada destas proteínas é a inibição de proteases cisteínicas do tipo 

papaínas (família C1A) (Hwang et al., 2009; Benchabane et al., 2010; Diaz-Mendoza et 

al., 2014; Kunert et al., 2015). Entretanto, existe um estudo in vitro que descreve a 

possível interação das fitocistatinas carboxi-estendidas com uma nova família de proteases, 

as legumaínas (C13). Este estudo demonstra a habilidade que o domínio carboxi-terminal 

tem de inibir a legumaína humana, além de inibir a atividade de legumaínas em extratos 

proteicos de cevada, através do domínio inibitório SNSL (Martinez et al., 2007). Contudo, 

este foi o único trabalho demonstrando esta nova função das fitocistatinas, o que eleva a 

necessidade de mais estudos funcionais a fim de aumentar o conhecimento sobre as 

proteases e seus inibidores endógenos específicos. Outros estudos avaliando fitocistatinas 

carboxi-estendidas, apenas levaram em consideração seu papel inibitório contra papaínas, 

sem considerar as legumaínas (Misaka et al., 1996; Gianotti et al., 2006; Wang et al., 

2008; Hwang et al., 2009), além da tentativa de cristalização de uma fitocistatina carboxi-

estendida em um complexo com papaínas, apenas reafirmando a relação de interação entre 

o domínio cistatina (N-terminal) e as proteases da família C1A, sem adicionar novas 

informações sobre a extensão carboxi-terminal (Chu et al., 2011; Cheng et al., 2014). 

Em arroz, existe apenas um gene de fitocistatina carboxi-estendida, a OcXII. A 

fim de estabelecer a funcionalidade da região carboxi-terminal da OcXII em arroz, um 

peptídeo recombinante correspondente à esta região foi produzido em bactéria. Pudemos 

detectar a capacidade deste peptídeo em inibir de forma específica a atividade de proteases 

do tipo legumaínas, sem interferir na atividade das papaínas em extratos proteicos de 

folhas de arroz. Conforme observamos no modelo tridimensional da proteína OcXII, a 



35 

 

região amino-terminal encontra-se bem separada da região carboxi-terminal. Isso tudo 

indica um claro potencial de bifuncionalidade para este inibidor de proteases cisteínicas, 

atuando em proteases C1A através do domínio N-terminal e em proteases C13 com o 

domínio C-terminal. De fato, o domínio amino-terminal de uma fitocistatina estendida já 

havia sido previamente caracterizado como inibidor de proteases do tipo papaínas (Cheng 

et al., 2014). Diferentemente, algumas cistatinas animais possuem estas duas funções 

concentradas em proteínas com um único domínio, apenas com uma pequena separação 

espacial entre os dois sítios inibitórios (Alvarez-Fernandez et al., 1999). Nas plantas, as 

fitocistatinas carboxi-estendidas originaram-se de forma que estas funções inibitórias 

ficaram separadas em dois domínios independentes, e todas as plantas analisadas até o 

momento possuem pelo menos uma cópia deste gene. 

Após a caracterização da família das fitocistatinas em arroz, uma questão 

remanescente é a elucidação dos papéis funcionais da única fitocistatina carboxi-estendida 

no genoma de arroz, e suas implicações na regulação das proteases do tipo legumaínas para 

a planta. Para analisar de forma mais detalhada o papel funcional da OcXII, foi realizado 

seu silenciamento gênico em arroz. Com uma redução de aproximadamente 98% no nível 

dos transcritos de OcXII, este silenciamento foi mantido por pelo menos três gerações de 

plantas de forma bastante específica. A diminuição considerável de OcXII nas plantas, leva 

a um aumento significativo na atividade das proteases cisteínicas, tanto papaínas quanto 

legumaínas, corroborando in vivo a hipótese de inibição bifuncional por fitocistatinas 

carboxi-estendidas. Apesar destas atividades de proteases alteradas, não existem outras 

alterações drásticas visíveis nas plantas adultas silenciadas, em condições ambientais 

normais. Entretanto, quando as plantas são submetidas a situações mais críticas, como em 

presença de quitosan, mimetizando uma infecção fúngica, há uma detecção ainda maior da 

atividade de proteases do tipo legumaínas. As legumaínas são importantes em processos 

que envolvem senescência e morte celular programada em resposta à infecções (Hatsugai 

et al., 2004; Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011; Pierre et al., 2014). Assim, visivelmente 

há um envolvimento específico entre OcXII e o controle da atividade de legumaínas em 

respostas a infecções por fungos. 

O silenciamento gênico de OcXII altera o equilíbrio da atividade das proteases, 

influenciando na fisiologia das plantas de arroz, principalmente no controle da germinação 

e crescimento inicial das plântulas, uma vez que OcXII é a terceira fitocistatina mais 
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expressa em arroz. Inicialmente a germinação das sementes de arroz ocorre com emissão 

de radícula de forma similar entre as plantas silenciadas e plantas WT (wild-type). 

Contudo, em estágios mais avançados de crescimento, aproximadamente com 8 dias, as 

plantas silenciadas estão mais desenvolvidas que as plantas WT. Da mesma forma, quando 

apenas um dos dois genes estendidos de Arabidopsis é nocauteado, as plantas apresentam 

um fenótipo de crescimento ligeiramente acelerado (Hwang et al., 2009). O fenótipo 

oposto é encontrado quando uma das cópias de fitocistatinas estendidas de Arabidopsis é 

superexpresso, apresentando um atraso na germinação e crescimento da plântula (Hong et 

al., 2007; Hwang et al., 2009). Porém, os estudos citados acima avaliam apenas a atividade 

de proteases do tipo papaínas, desconsiderando a capacidade bifuncional e os efeitos na 

inibição de legumaínas. Os dados de nosso estudo indicam uma correlação direta entre as 

plantas silenciadas, as taxas de crescimento das plântulas e as atividades de ambas as 

famílias de proteases cisteínicas: papaínas e legumaínas. Naturalmente, as plantas OcXII 

silenciadas apresentam níveis elevados de atividade de legumaínas e papaínas, mas 

enquanto as legumaínas permanecem aumentadas durante toda a germinação, as papaínas 

possuem um pico de atividade deslocado 12h antes nas plantas silenciadas. Esta 

desregulação fisiológica altera os níveis de expressão dos genes envolvidos em 

germinação, incluindo outras fitocistatinas, legumaínas e papaínas, provavelmente em uma 

tentativa de estabilizar o metabolismo de proteólise desregulado. 

Baseando-se nestes experimentos e resultados, é possível propor um modelo que 

estabeleça a importância de fitocistatinas carboxi-estendidas, como OcXII, no processo de 

germinação e crescimento da plântula. No modelo que sugerimos, a fitocistatina 

bifuncional é capaz de inibir tanto legumaínas quanto papaínas e alterar as taxas nas quais 

os nutrientes se tornam disponíveis para a planta, levando a um crescimento inicial mais 

rápido. Isto tudo, porque, fitocistatinas tem um duplo poder de inibição da atividade das 

proteases cisteínicas C1A, direta e indiretamente. A forma indireta de inibição ocorre 

justamente através da inibição das legumaínas, que são as proteases responsáveis pela 

ativação de inúmeras papaínas. Desta forma, o efeito inibitório potencializa-se, fazendo 

com que a maior atividade das proteases C13 desencadeie uma atividade ainda maior das 

proteases C1A, que acabam não sendo eficientemente inibidas pela ausência da 

fitocistatina carboxi-estendida. 
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A atividade de OcXII nas sementes de arroz foi elucidada através de estudos com 

o promotor deste gene fusionado ao gene repórter gus. A expressão do mesmo foi 

detectada na região do escutelo das sementes secas, e após o início e o progresso da 

germinação esta expressão vai diminuindo, assim como detectado nas análises de 

expressão gênica das fitocistatinas de arroz. Contudo, OcXII tem expressão gênica 

controlada por ABA, assim, quando as sementes de arroz são tratadas com este fitormônio, 

há um atraso na germinação das sementes (resposta característica das plantas ao ABA), 

mas ao mesmo tempo a detecção de OcXII na região do escutelo das sementes permanece 

elevada. As proteases cisteínicas estão entre os maiores grupos responsáveis pela hidrólise 

de outras proteínas, e durante a germinação estas proteases são sintetizadas nas camadas do 

escutelo e aleurona da semente, em resposta à sinalização por giberelina (contrária a 

ABA), para que ocorra a germinação (Zhang and Jones, 1996; Mikkonen et al., 1996). 

Sendo assim, a presença da fitocistatina bifuncional na região do escutelo das sementes, 

fazendo a interface entre embrião-endosperma, torna-se extremamente importante para a 

regulação da proteólise endógena necessária à germinação. 

Além das atividades já descritas para OcXII na germinação e crescimento de 

plantas sob condições fisiológicas normais, quando as plantas encontram-se em situações 

adversas, a atividade do inibidor bifuncional pode ser ainda mais necessária para a 

sobrevivência do organismo. Por exemplo, a alcalinização é um fator desfavorável para a 

germinação e crescimento de arroz, afetando diversas vias metabólicas, principalmente em 

raízes, o que é transmitido para o desenvolvimento do restante da plântula (Wang et al., 

2012; Lv et al., 2013). Ao mesmo tempo em que o estresse alcalino reduz as taxas de 

germinação, ele mantém OcXII altamente ativa na região do escutelo das sementes por 

períodos prolongados. Além disso, OcXII possui um papel importante na germinação e 

crescimento de plântulas sob condições alcalinas. As plantas silenciadas para o gene OcXII 

apresentam um comprometimento do crescimento, com fenótipos mais severos de 

desenvolvimento das raízes, que provavelmente dificultam a captação de água e nutrientes, 

levando à um desenvolvimento comprometido da parte aérea das plantas também. Desta 

forma, a expressão de OcXII no escutelo da semente em germinação é importante para a 

manutenção do metabolismo da planta e taxas adequadas de crescimento, regulando as 

atividades proteolíticas, principalmente sob condições ambientais adversas. 
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Em conclusão, este estudo demonstra a caracterização geral da família das 

fitocistatinas em plantas, revelando informações importantes sobre cada um dos 12 genes 

presentes no genoma de arroz, a fim de direcionar estudos futuros com a intenção de 

especificar mais à fundo a atividade das fitocistatinas, principalmente estudando as 

proteases-alvo específicas de cada membro da família. Particularmente importante, o papel 

bifuncional da fitocistatina carboxi-estendida de arroz, OcXII foi estabelecido e pode ser 

investigado em outras plantas, uma vez que estes genes são evolutivamente bem 

conservados entre o reino vegetal e também devem ter a capacidade de inibir papaínas e 

legumaínas. A utilização do arroz como planta modelo foi de fundamental importância 

para a obtenção de resultados mais claros e diretamente relacionados com a função de 

OcXII, uma vez que este gene está presente em cópia única no genoma de arroz, portanto 

não deixando dúvidas sobre possíveis mecanismos compensatórios da atividade deste gene. 

De forma geral, alterando o balanço de genes reguladores de proteases em plantas, 

inúmeras vias fisiológicas serão alteradas, as quais ainda não são amplamente estudadas, e 

isto abre um vasto campo de estudos para a compreensão dos mecanismos relacionados 

com o desenvolvimento das plantas e respostas fisiológicas. 
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Capítulo VII 

- Perspectivas-  
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No presente trabalho, nós demonstramos que as fitocistatinas de arroz são 

evolutivamente conservadas, mantendo uma relação de homologia com as demais 

fitocistatinas e plantas e cistatinas animais. Os perfis de expressão gênica detectados são 

bastante variados, sugerindo uma ampla diversidade de funções e proteases-alvo, para cada 

fitocistatina. Isto amplia a necessidade de mais estudos caracterizando também a relação 

dos inibidores e das proteases específicas com as quais eles interagem em diferentes 

momentos. Algumas fitocistatinas, por exemplo, aparentemente não são funcionais, outras 

parecem ter uma atividade redundante, enquanto outras ainda parecem ser as mais 

relevantes em termos funcionais. Apenas a caracterização específica de cada uma destas 

proteínas com suas especificidades inibitórias sobre determinadas proteases poderá 

demonstrar sua real funcionalidade, revelando um longo caminho a ser percorrido para que 

as rotas metabólicas e as proteases envolvidas sejam estabelecidas. Tal conhecimento 

poderá ser aplicado futuramente na melhoria de plantas com interesse agronômico, como o 

próprio arroz, além de estender este conhecimento para outras plantas. 

A demonstração de que a região C-terminal da OcXII é um bom inibidor de 

proteases do tipo legumaínas, que não interage com as proteases do tipo papaínas, é uma 

informação importante que pode ser utilizada para a investigação detalhada de vias 

proteolíticas em plantas. Adicionalmente o produto gênico completo da fitocistatina 

carboxi-estendida de arroz, é um inibidor bifuncional, que é capaz de inibir tanto papaínas 

quanto legumaínas, o que ainda é bastante subavaliado, uma vez que só tem-se considerado 

a inibição de fitocistatinas sobre papaínas. As interações das fitocistatinas carboxi-

estendidas precisam ser profundamente avaliadas no contexto da planta, considerando a 

inibição de ambas as proteases-alvo, e quais seriam estas proteases de fato. 

Inúmeros estudos ainda devem ser realizados para a melhor compreensão dos 

inibidores de proteases cisteínicas, levando em consideração as diferentes especificidades 

inibitórias das fitocistatinas, em relação à quais proteases elas são capazes de inibir. Qual a 

função que as proteases inibidas exercem na planta? A existência de diferentes formas de 

splicing das proteases como as legumaínas é de fato relevante, originando diferentes 

proteínas para cada situação? Como ocorre a interação tridimensional das fitocistatinas 

estendidas com as legumaínas? Existe diferença na eficiência de inibição das proteases 

pelas cistatinas animais ou pelas fitocistatinas estendidas de plantas, resultando da 

separação do domínio inibitório em plantas? Tais conhecimentos refletirão diretamente na 
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compreensão das vias proteolíticas dos organismos, as quais ainda são bastante obscuras, 

necessitando de mais estudos para elucidar quais proteases interagem com substratos 

específicos e quais os efeitos destas interações para os organismos. Uma vez que estes 

mecanismos se tornem cada vez mais claros, há uma importante aplicação biotecnológica 

tanto para os genes de fitocistatinas, atuando como inibidores, quanto para os genes das 

proteases-alvo, nas plantas. A possibilidade de obter-se plantas mais tolerantes, resistentes 

ou ainda com melhor desenvolvimento, é uma aplicação bastante promissora dos estudos 

de mecanismos proteolíticos e inibitórios em plantas. 
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