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RESUMO  

S-palmitoilação é uma modificação proteica pós-traducional que consiste na adição de ácido 

palmítico a resíduos de cisteína através de ligação tioéster, regulando assim a localização 

subcelular e função das proteínas palmitoiladas, principalmente a inserção em membranas por 

conferir hidrofobicidade. Objetivo desta tese foi realizar um estudo global da S-palmitoilação 

em Trypanosoma cruzi. Análise in silico identificou 15 proteínas contendo o motivo DHHC 

ou DHYC em um domínio rico em císteína, além de regiões transmembrana, indicando que 

estas proteínas podem ser DHHC palmitoil transferases (PATs) de T. cruzi. Os genes 

codificantes para estas proteínas (TcPATs 1-15) foram identificados e amplificados por PCR, 

exceto para TcPAT1 (TcHIP, já caracterizada) e TcPAT6 (negativa no PCR). Formas 

epimastigotas foram transfectadas para expressar PATs fusionadas à etiqueta FLAG e a 

localização subcelular foi examinada por microscopia de fluorescência, sendo a maioria 

localizada na região anterior do parasita, próximo ao cinetoplasto, compatível com complexo 

de Golgi, bolsa flagelar e/ou vacúolo pulsátil. A mesma estratégia identificou duas palmitoil 

tioesterases (PPTs) em T. cruzi, ambas com localização dispersa por todo o corpo do parasita. 

Também foi desenvolvida uma metodologia de isolamento de amastigotas intracelulares por 

cavitação, os quais foram utilizados em ensaios de endocitose, tratamento com um inibidor de 

S-palmitoilação (2-BP) e palmitoil proteômica. Incubação de diferentes formas de T. cruzi 

com 2-BP interferiu em diversos eventos biológicos (morfologia, endocitose, diferenciação e 

infecção in vitro), indicando que S-palmitoilação é uma modificação bioquímica importante 

para o parasita. Ensaios por Acyl Biotinyl Exchange (ABE) em epimastigotas permitiram obter 

dados sobre a palmitoil proteômica de T. cruzi (abordagem PalmPISC), sendo identificadas 

3097 proteínas, das quais 466 (15%) de alta confidencia (p<0,01). Destas, 35% (152) tinham 

função desconhecida e 13% (59) eram de metabolismo. Estes dados podem auxiliar na 

compreensão da função da S-palmitoilação em T. cruzi, uma vez que diversas proteínas de 

interesse podem estar palmitoiladas e envolvidas em importantes vias metabólicas, tais como 

endocitose, sinalização celular e movimento flagelar. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, S-palmitoilação, PATs, PPTs, cavitação, 2-BP, 

palmitoil proteômica. 
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ABSTRACT 
S-palmitoylation is an important post-translational protein modification consisting in addition 

of palmitic acid to cysteine residues, thus allowing the subcellular localization and function of 

palmitoylated proteins to be regulated, principally by inserting these proteins in membrane by 

hydrophobicity assembly. Aim of this thesis was to perform a global study of S-

palmitoylation in Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease. In silico analysis 

allowed to identify 15 proteins containing the DHHC or DHYC motifs in a cysteine-rich 

domain, in addition to transmembrane regions, thus indicating that these proteins may be 

PATs of T. cruzi. Genes encoding these proteins (TcPATs 1 to 15) were identified and 

amplified by PCR, except for TcPAT1 (TcHIP, already characterized) and TcPAT6 (negative 

on PCRs). T. cruzi epimastigotes were transfected to super-express the PATs fused to FLAG 

tags and the subcellular location of PATs was determined by fluorescence microscopy, most 

of them showing localization in the anterior region of the parasite, close to the kinetoplast, 

compatible with Golgi complex, flagellar pocket or contractile vacuole. The same strategy 

was used identify two palmitoyl thioesterases (PPTs) in T. cruzi, both with subcellular 

location dispersed throughout the body of the parasite. A methodology was developed to 

isolate intracellular amastigotes by cavitation and these parasites were used in endocytosis 

assays, treatment with 2-bromopalmitate (2-BP, an S-palmitoylation inhibitor) and palmitoyl 

proteomics. Incubation of different T. cruzi developmental forms with 2-BP affected several 

biological events (morphology, endocytosis, differentiation and infection in vitro), indicating 

that palmitoylation is an important modification for the parasite. Acyl Biotinyl Exchange 

(ABE) assays in epimastigotes allowed to obtain data on the palmitoyl proteomic (PalmPISC 

approach) of T. cruzi, with 3097 proteins identified, 466 of them (15%) of high confidentiality 

(p <0.01). From these, 35% (152) had unknown function, and 13% (59) were part of 

metabolic pathways. The data could help future studies aiming to characterizae the S-

palmitoylation function in  T. cruzi, since several target proteins could be palmitoylated and 

involved in important metabolic pathways, such as endocytosis, cell signaling and flagellar 

movement. 

 
Key words: Trypanosoma cruzi, S-palmitoylation, PATs, PPTs, cavitation, 2-BP, palmitoyl 
proteomics 
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I.  Introdução 

 

1.1. A doença de Chagas 

 A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase americana, afeta 

6 a 7 milhões de pessoas no mundo, principalmente na América Latina (OMS, 2017). 

Além disso, cerca de 70 milhões de pessoas estão em áreas sob risco de infecção (Pérez-

Molina e Molina, 2017). Esta enfermidade, causada pelo protozoário hemoflagelado 

Trypanosoma cruzi (Euglenozoa: Kinetoplastea), foi descrita pelo médico e pesquisador 

brasileiro Carlos Chagas (1878-1934), que também relatou o complexo ciclo de vida deste 

parasito (Chagas, 1909). 

 A doença de Chagas apresenta as fases aguda e crônica. A fase aguda inicial se 

manifesta por 4 a 8 semanas, sendo geralmente assintomática, com detecção do parasito 

em exame de sangue e com sintomatologia variada e inespecífica. Cerca de 1 a 5% dos 

pacientes podem apresentar sintomas severos na fase aguda, como miocardite aguda, 

efusão pericardial e meningocefalites, com risco de morte de até 0,5%. Após 

aproximadamente três meses a parasitemia diminui e o parasito permanece latente em 

tecidos, dando início à fase crônica assintomática, também chamada de indeterminada. 

Após 10-30 anos da fase aguda, cerca de 30-40% dos pacientes podem desenvolver 

quadros clínicos típicos da doença como cardiomiopatias e problemas digestórios e/ou 

neurológicos (Pérez-Molina e Molina, 2017).  

 Existem dois fármacos disponíveis para o tratamento da doença: o nirfutimox (uso 

interrompido no Brasil) e o benzonidazol. Ambos apresentam baixa eficácia na fase 

crônica e efeitos colaterais exacerbados, além de existirem cepas do parasito resistentes a 

ambos os fármacos (Filardi e Brener, 1987; Murta e Romanha, 1998; Urbina, 2010). 

Diante desta problemática, é necessária a busca por terapias alternativas para a doença de 

Chagas, bem como investimento em linhas de pesquisa que visem elucidar a biologia 

celular do T. cruzi a fim de encontrar novos alvos terapêuticos. 

 

1.2. O Trypanosoma cruzi 

 O protozoário T. cruzi pertence à família Trypanosomatidae. Outros protozoários 

patogênicos também pertencem a esta família, como o T. brucei (causador da doença do 

sono na África) e diversas espécies de Leishmania (que causam as leishmanioses). Os 

tripanossomatídeos possuem características morfológicas peculiares e específicas, sendo 

a principal delas a presença do cinetoplasto, uma região da mitocôndria onde se localiza 
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uma grande quantidade de DNA (k-DNA). Estes parasitos são uniflagelados e seu flagelo 

emerge de uma bolsa flagelar que alterna sua localização (anterior ou posterior) de acordo 

com a forma evolutiva do parasito. A bolsa flagelar sempre acompanha o cinetoplasto 

(De Souza, 2002). 

A região anterior do corpo do T. cruzi (de onde o flagelo emerge) é de extremo 

interesse no estudo da biologia celular deste protozoário, pois neste local se concentram 

os portais de endocitose (bolsa flagelar e complexo citóstoma/citofaringe) e exocitose 

(complexo de Golgi e bolsa flagelar), os quais representam processos vitais para a 

sobrevivência do parasito (De Souza, 2009). 

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, com alternância entre um hospedeiro 

invertebrado e um vertebrado, podendo infectar diferentes espécies de mamíferos, 

inclusive humanos (Figura 1.1). No tubo digestório do hospedeiro invertebrado (insetos 

hemípteros da subfamília Triatominae) o parasito apresenta pelo menos duas formas 

evolutivas distintas: epimastigotas (replicativas) e tripomastigotas metacíclicas 

(infectivas), além de formas intermediárias. Já no hospedeiro vertebrado ocorrem as 

formas amastigotas intracelulares (replicativas e infectivas) e as formas tripomastigotas 

sanguíneas (infectivas) (De Souza, 1984). Recentemente demonstrou-se que formas 

epimastigotas recém diferenciadas são infectivas ao hospedeiro mamífero, tanto in vitro 

quanto in vivo (Kessler et al., 2017), representado assim um novo modelo para estudos 

que visem compreender a interação parasito-célula hospedeira. Além da transmissão 

vetorial também pode ocorrer transmissão transfusional, congênita ou oral, esta última 

caracterizada pela ingestão de alimentos contaminados com o parasito (como extrato de 

açaí), sendo essa via atualmente a principal responsável por surtos agudos da doença de 

Chagas no Brasil (Steindel et al., 2008; Coura e Viñas, 2010; Carter et al., 2012). 
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Figura 1.1. O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O ciclo de vida do parasito é complexo, 
alternando entre hospedeiro mamífero e inseto vetor. No hospedeiro mamífero, as formas 
principais são as amastigotas intracelulares (replicativas e infectivas passivamente caso 
engolfadas pelos macrófagos) e tripomastigotas sanguíneos (infectivos). No inseto vetor, as 
principais formas são os epimastigotas (replicativas e infectivas se recentemente diferenciadas) e 
os tripomastigotas metacíclicos (infectivos). Adaptado de Texeira 2012 (Fonte de acesso: Atlas 
didático, disponível em http:// labspace.open.ac.uk/ mod/ 
resource/view.php?id=459540&direct=1). 
 

As formas evolutivas de T. cruzi possuem organelas comuns às outras células 

eucarióticas, e outras específicas (Figura 1.2). A mitocôndria única do parasito se estende 
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por todo o corpo celular e concentra o k-DNA no cinetoplasto. O complexo de Golgi está 

sempre localizado lateralmente ao cinetoplasto, na região da bolsa flagelar (De Souza, 

2002). Como na maioria das células eucarióticas, o complexo de Golgi de T. cruzi possui 

uma região de entrada Cis (Cis Golgi Network) associada a uma cisterna do retículo 

endoplasmático, e uma região de saída Trans (Trans Golgi Network) rica em vesículas 

exocíticas (Figueiredo e Soares, 1995). Também associado à bolsa flagelar encontra-se 

um sistema osmo-regulador, formado por um vacúolo contrátil alimentado por diversos 

túbulos coletores (Girard-Dias et al., 2012). As enzimas da via glicolítica se concentram 

em glicossomos (Michels e Opperdoes, 1991). Os acidocalcissomos são organelas ricas 

em cálcio e fosfato e possuem pH ácido, estando presentes em maior quantidade em 

epimastigotas (Docampo e Moreno, 1999). Os reservossomos são organelas peculiares de 

epimastigotas e amastigotas intracelulares, localizados na porção posterior da célula, 

concentrando a reserva de nutrientes ingeridos por endocitose (Soares e De Souza, 1988; 

Soares e De Souza 1991; Soares et al., 1992; Batista et al., 2015).  

 
Figura 1.2. Esquema estrutural de epimastigota de T. cruzi. O parasito possui organelas 
comuns de células eucariotas (núcleo, retículo endoplasmático, mitocôndria, complexo de Golgi) 
e também organelas e estruturas específicas (glicossomos, reservossomos, cinetoplasto e 
complexo citóstoma/citofaringe). Fonte: Atlas didático: http://labspace.open.ac.uk/mod/resource/ 
view.php?id=459544-. 
 

1.2.1. A endocitose em Trypanosoma cruzi 

A endocitose em T. cruzi está bem descrita em formas epimastigotas e amastigotas 

(Soares e De Souza 1991; De Souza et al., 2009; Batista et al., 2015). Em formas 

epimastigotas, a mais estudada, existem dois portais de endocitose de macromoléculas: a 

bolsa flagelar, como descrito em outros tripanossomatídeos, e o citóstoma, que é 
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específico de formas epimastigotas e amastigotas. O citóstoma é uma invaginação da 

membrana plasmática na região anterior da célula, revestida por microtúbulos especiais e 

que penetra na célula atingindo a região nuclear, formando o complexo 

citóstoma/citofaringe (Milder e Deane, 1969; Girard-Dias et al., 2012; Alcantara et al., 

2014). Macromoléculas são rapidamente internalizadas em pequenas vesículas que 

brotam a partir da citofaringe e/ou da bolsa flagelar. 

Macromoléculas ingeridas possuem um destino final específico em T. cruzi: os 

reservossomos (Soares e De Souza, 1988; Soares e De Souza, 1991). Estas organelas são 

classificadas como compartimentos pré-lisossomais ou endosomos tardios, devido ao pH 

ácido em torno de 6,0, mantido por uma bomba de prótons ATPase tipo P (Soares et al., 

1992; Vieira et al., 2005) e também devido à presença de enzimas lisossomais, tais como 

a cruzipaína, a principal cisteína proteinase de T. cruzi (Cazzulo et al., 1990; Soares et 

al., 1992). A reserva energética dos reservossomos é consumida durante o processo de 

diferenciação in vitro (metaciclogênese) de epimastigotas para tripomastigotas 

metacíclicos (Figueiredo et al., 1994; Soares, 1999; Figueiredo et al., 2004). Os 

reservossomos também estocam lipídeos, formando inclusões lipídicas, além de 

armazenar grandes quantidades de colesterol (Soares e De Souza, 1988; Sant'Anna et al., 

2008; Pereira et al., 2011).  

 

1.3. S-palmitoilação  

1.3.1. Definição 

S-palmitoilação é uma modificação pós-traducional de proteínas descrita há mais 

de 30 anos que consiste na ligação covalente de ácido palmítico (C:16) a resíduos de 

cisteína através de ligação tioéster (Linder e Deschenes, 2003). Esta modificação regula 

a localização subcelular, a estabilidade, a ancoragem em balsas lipídicas, a função, a 

agregação e a interação das proteínas modificadas com proteínas efetoras (Aircart-Ramos 

et al., 2011), principalmente por conferir hidrofobicidade e inserir as proteínas alvo em 

membranas. Existem três sítios de palmitoilação propostos: tipo 1) padrão “X-CC-X”; 

tipo 2) padrão “CXXC”; tipo 3) padrão randômico “XCX”. Análises proteômicas dos 

alvos da S-palmitoilação em diferentes organismos têm revelado uma grande variedade 

de substratos, envolvidos em diversas funções celulares (Roth et al., 2006; Emmer et al., 

2011), tais como tráfego de vesículas e endocitose, o que indica a importância desta 

modificação.  
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A S-palmitoilação de proteínas está envolvida em processos tais como localização 

em membranas e tráfego vesicular (Aircart-Ramos et al., 2011), os quais são muito 

importantes para a internalização de macromoléculas, ligação a receptores e 

direcionamento de proteases e macromoléculas internalizadas via endocitose. Em 

mamíferos a S-palmitoilação está envolvida na endocitose em células cardíacas (Lin et 

al., 2013) e fibroblastos BHK (Hilgemann et al., 2013), no transporte retrógrado do 

receptor de manose-6-fosfato cátion-independente (McCormick et al., 2008), na 

endocitose dependente de balsas lipídicas (Tankamony e Knudson, 2006; Kim et al., 

2013; Oddi et al., 2017) e na reciclagem do receptor de transferrina diférrica (Alvarez et 

al.,1990).  

 

1.3.2. Metodologias de Estudo 

A primeira metodologia para detectar proteínas palmitoiladas utilizou palmitato 

tritiado seguido de imunoprecipitação e revelação de sua radiação, o que podia durar dias 

ou semanas. Por esta técnica foi detectada a S-palmitoilação das proteinas H-ras e G-alfa-

s (Wedegaertner e Bourne, 1994; Baker et al., 2003). Uma alternativa mais recente é a 

técnica ABE (Acyl Biotinyl Exchange), que utiliza a propriedade da hidroxilamida de 

clivar a ligação tioéster entre a cisteína e o ácido palmítico, seguido da substituição por 

biotina e enriquecimento utilizando estreptavidina (Figura 1.3), o que permitiu identificar 

muitas proteínas palmitoiladas por abordagens proteômicas (Drisdel e Green., 2004; Wan 

et al., 2007). Outra abordagem é o uso do ácido graxo alcinil 17-octadecinóico (17-

ODYA: 17-octadecynoic acid) (Martin e Cravatt, 2009). O 17-ODYA é inicialmente 

incorporado em células in vitro em sítios endógenos de S-palmitoilação. Em seguida as 

células são lisadas e as proteínas palmitoiladas são acopladas à etiquetas azida (N3-) por 

click chemistry, um método de conjugação de pequenas moléculas em macromoléculas, 

no caso específico catalisado por cobre. As proteínas palmitoiladas são detectadas por 

fluorescência em géis, por conjugação da azida com rodamina, ou enriquecidas por 

conjugação da azida com biotina, o que também permite abordagens proteômicas. As 

técnicas ABE e 17-ODYA/click chemistry possuem suas vantagens e desvantagens, 

detectam perfil similares de proteínas e são melhor utilizadas em combinação (Jones et 

al., 2012; Martin, 2013). 
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Figura 1.3. Enriquecimento de proteínas palmitoiladas pela metodologia “Acyl–biotinyl 
Exchange” e análise proteômica. Esta metodologia possui três passos: (i) bloqueio de tióis livres 
com N-etilmaleimida (NEM); (ii) clivagem das ligações tioésteres cis-palmitoil com 
hidroxilamina e; (iii) marcação dos tióis expostos resultantes com biotina-HPDP. Após a 
marcação, as proteínas marcadas são purificadas em colunas de afinidade com estreptavidina, 
identificadas por espectrometria de massas (MS/MS) e analisadas por bioinformática. Modificado 
de Wan et al., 2017. 

Técnicas mais avançadas envolvem single-cell in situ imagining (Gao e 

Hannoush, 2014), baseada em click chemistry com uso de anticorpos primários para 

detecção de proteínas específicas, geração de anticorpos contra S-palmitoilação com 

aplicação em proteômica (Fang et al., 2016) e melhoria de ABE utilizando alterações no 

protocolo (PalmPISC, do inglês Palmitoyl Protein Identification and Site 

Characterization), na qual a etapa de tripsinização é antecipada  ao passo de biotinilização 

para que os sítios de S-palmitoilação sejam identificados (Yang et al., 2010).  

 

1.3.3. Enzimas envolvidas 

As zDHHC palmitoil transferases (PATs) são enzimas que realizam a S-

palmitoilação (Greaves e Chamberlain, 2011). Estas proteínas são transmembrana, 

possuem um motivo de ligação ao zinco (C2H2), o motivo catalítico aspartato-histidina-

histidina-cisteína inserido em um domínio rico em cisteína (CRD-DHHC) ao lado 

citosólico das enzimas e normalmente estão localizadas no complexo de Golgi, organela 

que parece ser o centro de S-palmitoilação das células (Aircart-Ramos et al., 2011). Para 

transferir o grupo palmitato-CoA às proteínas alvo, as PATs primeiramente sofrem auto-

palmitoilação (Figura 1.4) (Fukata et al., 2016). Motivos estruturais como DPG e TTxE 
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estão presentes (Merino et al., 2014), embora não se saiba o seu papel para a 

funcionalidade destas enzimas. Normalmente, as PATs são numerosas nos organismos, 

como por exemplo 9 em Giargia lamblia (Merino et al., 2014), 12 em T. brucei (Emmer 

et al., 2011) e 17 em Leishmania major (Goldston et al., 2014). Entre as enzimas, a 

conservação de aminoácidos se concentra próxima ao motivo DHHC, com o consenso 

“Cx2Cx3(R=K)PxRx2HCx2Cx2Cx4DHHCxW(V=I)xNC(I=V)Gx2Nx3F” (Mitchel et 

al., 2006). 

 

Figura 1.4. Transferência de ácido palmítico pelas DHHC palmitoil transferases 
(PATs). Primeiramente as PATs sofrem autopalmitoilação e em seguida transferem o 
ácido palmito ao substrato através de uma ligação tioéster entre um resíduo de cisteína e 
o ácido palmítico. Essa modificação confere hidrofobicidade, determina localização em 
membranas e a função das proteínas modificadas. Modificado de Fukata et al., 2016. 

As palmitoil tioesterases (PPTs, do inglês palmitoyl-protein thioesterases) são 

enzimas que fazem a depalmitoilação (Lin e Conibear, 2015). Elas pertencem à 

superfamília das serino hidrolases (SH, do inglês serine hydrolases) caracterizadas por 

conter um sítio ativo de serina usado para a hidrólise do substrato, podendo clivar 2011). 

Os substratos das PPTs são menos conhecidos do que os das PATs (Lin e Conibear, 2015). 

A existência de ciclos de S-palmitoilação/despalmitoilação introduziu um novo conceito 

na literatura: S-palmitoilação dinâmica (Fig 1.5) (Conibear e Davis, 2010). 

 

Figura 1.5. S-palmitoilação dinâmica. Ciclos rápidos de S-palmitoilação pelas PATs e 
despalmitoilação pelas PPTs conferem dinamismo a esta modificação. Modificado de Young et 
al., 2012.  
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1.3.4 Inibição da S-palmitoilação 

O 2-bromopalmitato (2-BP, Fig 1.6), um análogo do palmitato, é um conhecido 

inibidor da S-palmitoilação (Webb et al., 2000). Existem dois mecanismos propostos para 

o mecanismo de ação do 2-BP: inibição direta das PATs ou bloqueio da incorporação do 

ácido palmítico por competição covalente direta com palmitato (Davda et al., 2013). Foi 

sugerido que 2-BP também inibe as PPTs, pois dificultou o ciclo de S-palmitoilação da 

proteína GAP-43 ao nível da despalmitoilação e, consequentemente, sua cinética de 

associação à membrana (Pedro et al., 2013). 2-BP já foi utilizado em diversos estudos 

(Webb et al., 2000, Emmer et al., 2011, Alonso et al, 2012; Davda et al., 2013), mas sua 

alta toxicidade torna imprescindível a busca por novos compostos para utilização em 

enfermidades relacionadas à S-palmitoilação, tais como as doenças neurodegenerativas, 

como Huntington, Alzheimer e Parkinson (Cho e Park., 2016). Estudos recentes 

demonstraram compostos em potencial, tais como os compostos V (Jeannings et al., 

2009) e os compostos 13, 14 e 25, os quais são piperazinas bis-cíclicas que inibem a auto-

S-palmitoilação de Erf-2, uma PAT de S. cerevisae, e seu alvo Ras (Hamel et al., 2016). 

 
Figura 1.6. Estrutura química de 2-bromopalmitato. Note a presença de um grupo bromo no 
carbono 14 do ácido palmítico. Modificado de Hamel et al., 2016. 

 

1.4. S-palmitoilação em protozoários Apicomplexa e tripanossomatídeos 

A S-palmitoilação está descrita em Toxoplasma e Plasmodium spp. (filo 

Apicomplexa), com estudos globais envolvendo as PATs e abordagens proteômicas que 

identificaram proteínas palmitoiladas (Frénal et al., 2013; Jones et al., 2012; Caballero et 

al., 2016). Em Toxoplasma, estudos proteômicos foram realizados utilizando ABE 

(Caballero et al., 2016) e 17-ODYA/click chemistry (Foe et al., 2015) e muitas proteínas 

com provável função na invasão celular foram identificadas, indicando que a S-

palmitoilação pode ter um papel chave na interação parasito-célula hospedeira. Um 

estudo global das palmitoil transferases de protozoários do grupo Apicomplexa revelou 

que a maioria das enzimas está localizada no complexo de Golgi e que uma delas, a 

TgDHHC7, é essencial para a invasão celular (Frénal et al., 2013). Além disso, tratamento 

com o inibidor 2-BP (50 e 100 µM) alterou os processos de deslizamento (gliding) prévio 

à invasão e de invasão (Alonso et al., 2012).  
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Uma grande variedade de proteínas foi identificada em Plasmodium falciparum 

utilizando ABE e click chemistry, envolvidas em diversos processos biológicos tais como 

transporte/secreção (SNAREs e RABs), desenvolvimento em formas esquizontes e 

invasão (Jones et al., 2012). O tratamento com 2-BP, mesmo em baixas concentrações, 

inibiu a invasão em eritrócitos e afetou fortemente o perfil da palmitoil proteômica, 

principalmente em relação a proteínas relacionadas à invasão (Jones et al., 2012). Um 

estudo global das PATs de P. berghei demonstrou que algumas apresentam localizações 

importantes na interação com a célula hospedeira, tais como no complexo de membranas 

interiores (IMC, do inglês Inner Membrane Complex) (PfDHHC3) e roptrias (PfDHHC7) 

(Frénal et al., 2013). 

Em protozoários tripanossomatídeos, a S-palmitoilação está melhor descrita em 

T. brucei, e pouco descrita em T. cruzi (ver item 1.5 abaixo) e Leishmania spp (Goldston 

et al., 2014). Em T. brucei, por RNAi, a TbPAT7 foi caracterizada como responsável pela 

palmitoilção da calflagina (Emmer et al., 2009). Em um estudo posterior do mesmo grupo, 

realizando palmitoil proteômica após ABE, foram identificadas 132 proteínas 

estatisticamente significantes, muitas delas envolvidas em sinalização (p. ex. calflaginas), 

proteases (p. ex. calpaínas e precursores de cisteína protease), tráfego de vesículas (p.ex.t-

SNARE), e outras proteínas de superfície, de membrana e de metabolismo de lipídeos 

(Emmer et al., 2009). Nesse mesmo estudo, 2-BP inibiu o crescimento em 50% (CI50) em 

formas procíclicas (a 197 µM) e sanguíneas (a 226 µM) do parasito (Emmer et al., 2009). 

A presença de S-palmitoilação já foi caracterizada em outras proteínas de T. brucei, tais 

como glicosilfosfatidilinositol fosfolipase C-resistente (Fergunson, 1992; Doerrler, 

1996), proteínas semelhantes a calpaínas (Liu et al., 2010), metacaspase 4 (Proto et al., 

2011) e uma proteína componente da membrana exterior da mitocôndria (POMP39) 

(Albisetti et al., 2015). 

Em Leishmania sabe-se apenas que um grupo de proteínas, denominado família 

de proteínas de superfície aciladas hidrofílicas, as SMP-2, é palmitoilado e miristoilado 

(Denny et al., 2000) e que L. major possui 20 genes codificadores para possíveis PATs 

em seu genoma (Goldston et al., 2014). 

 

 

1.5. S-palmitoilação em Trypanosoma cruzi 

Em T. cruzi apenas uma possível PAT (TcHIP) foi estudada (Batista et al., 2013), 

apesar da existência de 15 possíveis PATs codificadas em seu genoma (Goldston et al., 
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2014). A TcHIP possui o motivo aspartato-histidina-tirosina-cisteína (DHYC), que já 

demonstrou ser funcional em Saccharomyces cerevisae (Roth et al., 2002) e domínios 

anquirina, típicos em palmitoil transferases (Putilina et al., 1999). A TcHIP é expressa 

em diferentes formas evolutivas de T. cruzi e a sua localização subcelular é no complexo 

de Golgi (Batista et al., 2013). Entretanto, ainda não houve o estabelecimento de sua 

função no parasito. Duas proteínas são sabidamente palmitoiladas em T. cruzi: 

Trypanosoma cruzi Flagellar Calcium Binding Protein (TcFCaBP) (Maric et al., 2011), 

envolvida em mobilidade, e T. cruzi fosfatidil inositol fosfolipase C (TcPI-PLC) (Martins 

et al., 2010), envolvida em evasão ao sistema imune do hospedeiro. 

 

II. Justificativa  

 Pelo descrito acima fica evidente que pouco se sabe sobre a S-palmitoilação em 

T. cruzi e seu papel em processos envolvidos na biologia do parasito, apesar da 

palmitoilação certamente poder influenciar funções importantes para a sobrevivência do 

parasito, tais como tráfego de vesículas, endocitose e infectividade. Neste sentido, o 

objetivo geral desta tese foi realizar uma análise global da S-palmitoilação neste 

patógeno, tanto em relação à caracterização das enzimas DHHC palmitoil transferases 

que podem realizar este processo, assim como das palmitoil tioesterases, que revertem a 

reação, quanto em relação às proteínas que são palmitoiladas. Para isto, ferramentas de 

genética reversa foram implementadas, como a utilização dos vetores plasmidiais da 

plataforma pTcGW (Batista et al., 2010; Kugeratski et al. 2015) para determinar a 

localização subcelular das DHHC palmitoil transferases. Também foi realizada análise 

do efeito do inibidor de S-palmitoilação 2-BP na morfologia, crescimento, fisiologia, 

diferenciação e infectividade de T. cruzi. Além disso, foi utilizada a metodologia ABE e 

sua melhoria PalmPISC para enriquecimento de proteínas palmitoiladas, seguida de 

análise proteômica (Yang et al., 2010).  

 Uma etapa importante nesta tese foi o desenvolvimento e padronização de um 

método físico com base na cavitação para lisar células infectadas e obter amastigotas 

intracelulares viáveis e purificados, o que permitiu realizar ensaios biológicos envolvendo 

endocitose e palmitoilação em amastigotas intracelulares.  

 Os resultados obtidos nesta tese foram organizados e descritos em forma de 

capítulos, conforme artigos publicados, submetidos e em desenvolvimento.  
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IV. Capítulo 1 

 

Revelando as enzimas do ciclo da S-palmitoilação dinâmica de proteínas 

em Trypanosoma cruzi 

A primeira parte desta tese teve como objetivo identificar as enzimas envolvidas 

no processo de palmitoilação, as PATs, e no processo de despalmitoilação, as PPTs em 

T. cruzi. Foi possível identificar 15 possíveis PATs e 2 PPTs no genoma do parasito. 

Todos esses genes foram amplificados, com exceção da TcPAT6 (negativo na PCR) e 

clonados na plataforma Gateway utilizando o vetor de expressão de proteínas em T. cruzi 

pTcGWFLAG, com excessão da TcPAT1 (TcHIP, já caracterizada pelo grupo). Foi 

possível obter epimastigotas transfectantes resistentes à G418, com excessão da TcPAT4. 

A localização da maioria das TcPATs foi na região anterior, próxima ao cinetoplasto, 

compatível com complexo de Golgi, bolsa flagelar e/ou vacúolo osmo-regulador do 

parasito. Já as PPTs tiveram localização dispersa pelo corpo do parasito. Estes dados estão 

compilados em um manuscrito submetido como Short Communication à revista indexada 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, com fator de impacto 2,605 (Qualis CB-I: B1). 

 

4.1. Objetivo 

Identificar enzimas envolvidas na S-palmitoilação em T. cruzi e analisar sua localização 

subcelular. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 
1. Realizar uma busca em banco de dados genômicos para identificar possíveis DHHC 
palmitoil transferases em T. cruzi; 
 
2. Construir vetores plasmidiais epissomais para a expressão das enzimas candidatas 
fusionadas a etiquetas FLAG para determinação da localização subcelular em T. cruzi; 
 

4.3. Artigo Submetido 

Autores: Cassiano Martin Batista, Felipe Saad, Stephane Pini Costa Ceccoti, Iriane Eger, 

Maurilio José Soares 

Título: Revealing the enzymes of the dynamic protein S-palmitoylation cycle in 

Trypanosoma cruzi 
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Summary 

Dynamic S-palmitoylation of proteins is the addition of palmitic acid by zDHHC 

palmitoyl transferases (PATs) by thioester linkages and depalmitoylation by palmitoyl 

protein thioesterases (PPTs). A putative PAT (TcPAT1) has been previously identified in 

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease. Here we demonstrate the 

presence of other 14 putative TcPATs and 2 PPTs in the parasite genome. T. cruzi cell 

lines expressing TcPATs and TcPPTs plus a FLAG tag at the C terminus were produced 

for most enzymes, with positive detection by indirect immunofluorescence. Our data 

indicate that a dynamic S-palmitoylation machinery is overexpressed in T. cruzi 

epimastigotes.  

 

Key words: Dynamic S-palmitoylation, Trypanosoma cruzi, protein expression 
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Dynamic protein S-palmitoylation concern the addition of palmitate to cysteines 

of the modified protein by zDHHC palmitoyl transferases (PATs) thought thioester 

linkages and depalmitoylation by palmitoyl protein thioesterases (PPTs) (Conibear & 

Davis 2010). Protein S-palmitoylation cycles promote the insertion of target proteins into 

membranes, regulating their localization and function (Linder & Deschenes 2003).  

PATs are key transmembrane enzymes, with cysteine rich domains in the DHHC 

motif (CRD-DHHC domain), in addition to DPG and TTxE structural domains (Greaves 

& Chamberlain 2011). PATs are involved in diverse biological processes in several 

organisms, such as Homo sapiens cancer (Ducker et al. 2004) and neurological diseases 

(Young et al. 2012; Cho & Park 2016), yeast endocytosis (Feng & Davis 2000), 

Cryptococcus neoformans virulence (Santiago-Tirado et al. 2015), Giardia lamblia 

encystation (Merino et al. 2014) and invasion in Apicomplexa (Frénal et al. 2013). 

TbPAT7 is responsible for flagellar localization of calflagin in the trypanosomatid 

protozoan Trypanosoma brucei (Emmer et al. 2009). 

PPTs belong to the serine hydrolases family, are less abundant in number than 

PATs and are characterized by the presence of a serine active site for hydrolysis of the 

substrate, being able to cleave amide, ester and thioester bounds (Long & Cravatt 2011). 

Goldston et al. (2014) identified, by in silico search, 15 PATs in the Trypanosoma 

cruzi genome, as opposed to 12 in T. brucei and 20 in Leishmania major. However, up to 

now only one PAT has been characterized in T. cruzi, the etiological agent of Chagas 

disease: TcHIP, or TcPAT1 (Batista et al. 2013). TcPAT1 is a 95.4 kDa Golgi protein 

expressed in different developmental stages of the parasite, with a modified DHYC motif 

(Batista et al. 2013). Such modified motif is functional in the homologue Akr1p enzyme 

of Saccharomyces cerevisae (Roth et al. 2002).  
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It has been recently shown that dynamic protein S-palmitoylation is involved in 

life cycle progression and virulence in some pathogenic protozoa (Brown et al. 2017). 

However, no evidence of global PATs or PPTs expression has been yet reported in T. 

cruzi. Thus, aim of this work was to verify the expression of dynamic protein S- 

palmitoylation enzymes in T. cruzi Dm28c (Contreras et al. 1988) epimastigote forms. 

An in silico search for PATs was made in the T. cruzi genomic data base (TritrypDB), in 

parallel with nucleotide BLAST alignment (nBlast-NCBI, Bethesda, MD, USA) of T. 

cruzi genes with the well characterized S. cerevisiae PAT genes that encode for Erf2 (with 

DHHC-CRD motif) (Lobo et al. 2002) and Akr1p (with DHYC-CRD motif) (Roth et al. 

2002). As a result, 15 PATs genes were found, identical to that formerly identified by 

Goldston et al. (2014). Size of these genes varied from 768 (TcPAT7) to 2610 base pairs 

(TcPAT1) and the resulting protein products were between 30 and 95.4 kDa. Use of the 

software TMHMM Server v. 2.0 (Center for Biological Sequence Analysis, CBS, Lyngby, 

Denmark) and Phyre2 software (Kelly et al. 2015), which predicts transmembrane regions 

and do 3D protein models, allowed to determine that these proteins had three (TcPAT2 

and 6) to seven (TcPAT5) transmembrane domains. By using pFAM software (Sanger 

Institute, Cambridge, UK) to predict protein domains, it was found that only TcPAT1 had 

the DHYC motif, while the number of cysteines close to the DHHC/DHYC motif varied 

from 5 to 9. Only TcPAT4, TcPAT10 and TcPAT14 had both DPG and TTxE structural 

motifs. On the other hand, TcPATs 5 and 9 had only the DPG motif, while TcPATs 1, 7 

and 8 had only the TTxE motif (Fig. 1). Sequence identity between the TcPATs is very 

low, between 14.2% and 26.83%, as assessed using multiple alignment in Clustal Omega. 

Using Phyre2 software, predicted 3D models were obtained for all TcPATs and 

TcPPTs. All predicted 3D models were similar for TcPATs, except for TcPAT1 (larger 
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and with ankyrin repeats).  TcPPT1 and 2 were very different from each other.  All 3D 

models had 100% confidence.  (Fig. 2).  

Aiming to produce transfectant cell lines of T. cruzi epimastigotes expressing 

TcPATs plus a FLAG tag at the C terminus (FLAGC tagged TcPAT), the genes were 

amplified using specific primers (Table 1) with recombination sites for the Gateway 

cloning platform (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) by using the entry 

plasmid vector pDONR 221 and the destination T. cruzi vector pTcGWFLAGC (Batista 

et al. 2010; Kugeratski et al. 2015). All genes were cloned, except TcPAT6 and TcPAT1 

(that is already characterized). Three-day-old T. cruzi epimastigotes were transfected with 

a Gene Pulser XCell BIORAD electroporator (BIORAD Inc., Hercules, CA, USA), 

selected with 500 µg.mL-1 G418 and maintained with 250 µg.mL-1 of the same antibiotic, 

as previously described (Batista et al. 2010). Twelve resistant cell lines could be selected, 

with the exception of TcPAT4. 

For subcellular localization by indirect immunofluorescence assays (IFA), T. cruzi 

transfectants were washed twice in PBS, fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde, 

adhered to 0.1% poly-L-lysine coated coverslips, permeabilized with 0.5% triton/PBS, 

and incubated for one hour at 37ºC using a mouse anti-flag antibody (Sigma-Aldrich St. 

Louis, MO, USA) diluted 1:4000 in incubation buffer (PBS pH 7.4 containing 1.5% 

bovine serum albumin). After three washes in PBS, the samples were incubated in the 

same conditions with a secondary goat anti-mouse antibody coupled to AlexaFluor 594 

(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) diluted at 1:600 in incubation buffer. 

The samples were washed three times with PBS, incubated for 5 min with 1.3 nM Hoechst 

33342 (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) and the coverslips were mounted with 

Prolong Gold antifading agent (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). The 

slides were observed in a Nikon Eclipse E600 epifluorescence microscope. As a result, 
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TcPATs 3, 5, 8, 11, 12, 14 and 15 were located as single dots at the anterior region of the 

parasite, close to the kinetoplast and the flagellar pocket (Fig. 3). The positive reaction 

was frequently found lateral to the kinetoplast, which suggests Golgi, flagellar pocket or 

vacuole complex localizations. TcPAT2 labeling appeared as strong dots distributed 

throughout the cell body, suggestive of localization in some cytoplasmic organelle (Fig. 

3). This was expected, since PATs are usually found at the endoplasmic reticulum, Golgi 

and plasma membranes (Ohno et al. 2006). Interestingly, most PATs with 4 

transmembrane domains (5 out of 7) were at the anterior region located. Furthermore, 8 

of 15 TcPATs have anterior region localization. TcPAT13 presents perinuclearlabelling 

(Fig 1), suggesting endoplasmic reticulum localization. No positive reaction was detected 

for TcPATs 7, 9, 10 (Fig. 3). Transcriptomic data from TritrypDB showed that TcPATs 

7 and 9 are expressed in metacyclics trypomastigotes and not in epimastigotes, so 

epimastigotes maybe regulating these genes expression. Technique limitation could be an 

explanation for these negative results also, since transmembrane proteins could be of low 

expression level. These results indicated that at least eight TcPATs are overexpressed in 

T. cruzi epimastigotes. 

In order to characterize TcPPTs, a genomic data search was performed as 

described above, and two genes were identified (Table 2). TcPPT1 is an 843 base pairs 

gene and the product (30.2 kDa) is homologue to H. sapiens acyl-protein thioesterase-1 

(APT1) and lysophospholipase genes, which are involved in cytosolic and lysosomal 

protein depalmitoylation (Long & Cravatt 2011).  TcPPT2 is a 951 base pairs gene and 

the product (35.5 kDa) is homologue to H. sapiens acyl-protein thioesterase-2 (APT2), 

involved in cytosolic depalmitoylation (Long & Cravatt 2011). Primers were then 

designed for isolation and amplification of these genes (Table 2). 
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The same steps described above for TcPATs were used to produce T. cruzi cell 

lines expressing TcPPTs plus a FLAG tag at the C terminus (FLAGC tagged TcPPTs). 

Resistant cell lines expressing TcPPT1 and TcPPT2 were selected with 500 µg.mL-1 

G418. After IFA in the same conditions as described above, both TcPPTs showed strong 

labeling dispersed through the cell body, suggesting a cytoplasmic localization (Fig. 4), 

indicating that T. cruzi epimastigotes overexpressed both TcPPTs, in the expected 

cytoplasmic localization. 

In conclusion, our data indicate that a dynamic protein S-palmitoylation 

machinery with PATS and PPTs is present in T. cruzi. Future studies will be crucial to 

determine the importance of this machinery for the parasite survival. Palmitoylation and 

depalmitoylation of proteins can play an important role in this parasite, in events as 

diverse as nutrition, protein traffic, differentiation, host-cell interaction and infection 

establishment. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Identification and in silico analysis of Trypanosoma cruzi PATs. Fifteen 

TcPATs were identified, with predicted molecular mass from 30 to 95.4 kDa. All were 

transmembrane and contains DHHC motif, with the exception of TcPAT1 (DHYC). S1-

SN: passages thought the membrane; kDa: molecular weight of the predicted protein; 

TTxE and DPG: structural motifs. 
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Figure 2. Predicted 3D models of Trypanosoma cruzi PATs and PPTs. Software 

Phyre2 was used. All 3D models were with 100% confidence. 



 
 

36 
 

 

Figure 3. Localization of FLAG tagged PATs in Trypanosoma cruzi epimastigotes by 

immunofluorescence assay. Control: wild type epimastigote. Blue: Hoechst staining of 

nucleus (n) and kinetoplast (k) DNA. Red: PAT labeling (arrow) with AlexaFluor 594. 

Bars = 5 µm. 
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Figure 4. Localization of FLAG tagged PPTs in Trypanosoma cruzi epimastigotes by 

immunofluorescence assay. Control: wild type epimastigote. PPTs were labeled in red 

with AlexaFluor 594. Nucleus (n) and kinetoplast (k) DNA were labeled in blue with 

Hoechst. DIC: Differential Interference Contrast, showing the parasite morphology. Bars 

= 5 µm. 
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Table 1. Primers used for PAT isolation from gDNA of Trypanosoma cruzi (clone 

Dm28c) epimastigotes F’= forward primer; R’= reverse primer.  

PAT/ Gene ID F’/R’ (5’-3’) 

TcPAT1/ * ATGCAGGTGTTTGGCGCTCGGATG 

ACGGCGTTCATCTTTCACCT 

TcPAT2/ 

TcCLB.506297.250 

ATGCCACAGACTAACAGCACGGAATGG/ 

GGGTTCTCTGACTTCATGCGC 

TcPAT3/ 

TcCLB.510899.50 

ATGGGGCCCATACGCGTTGAAAGAG/ 

CACCTGCGTGGCACACAACT 

TcPAT4/ 

TcCLB.508479.200 

ATGTCAGGTTTCTGGTCTGTTCAGC/ 

CACCTCTGCTGTTTCAACGACAATAT 
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TcPAT5/ 

TcCLB.509029.170 

ATGTCCGGAGAGACTTTTGCTTG/ 

CTCATATTTCATCCTCCGTTCTCCT 

TcPAT6/ 

TcCLB.506177.40 

ATGCGGTCATCTATGTTGCTGCTTTT/ 

TTCCTCCTTCATCTCCTCCTCGCT 

TcPAT7/ 

TcCLB.510687.130 

ATGGATGAATCAAACGACGCG/ 

CACGTCATTCTCAGCGTTTCG 

TcPAT8/ 

TcCLB.511897.19 

ATGGGTAAGATTTTTGAAATGGAGGT/ 

CCGTATCAAATCAACAAGAGTTCTCC 

TcPAT9/ 

TcCLB.509769.33 

ATGGATTGCGTGGTAGGTATGCGGAAT/ 

AACTAGAGCCTCAGTGTTCAACCAC 

TcPAT10/ 

TcCLB.508239.40 

ATGATGTCATTGTTATCACGATGGG/ 

CACAAGGTCGGCGTCATCG 

TcPAT11/ 

TcCLB.511823.50 

ATGTCGTTGCTTTGTTGTGATCC/ 

GTCATATTTGGGTGAAATGGGTG 

TcPAT12/ 

TcCLB.506855.10 

ATGGGGTCGTTGATTCCGC/ 

CACCGGCAACATCACCTCATC 

TcPAT13/ 

TcCLB.510747.18 

ATGAATGTACCCACTTCATCCAGTCCGAT/ 

CACATAAAACTCGGCGTTTTCC 

TcPAT14/ 

TcCLB.511153.60 

ATGGAGTCCGTGGAAGTGCTAGT/ 

TGCGATGATGGGGCTCTTATT 

TcPAT15/ 

TcCLB.509105.20 

ATGCGGTGCTGTGGGCG/ 

CATACCACCAGATCCGGGAAGCGAC 

*(Batista et al. 2013). 
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Table 2. Identification, in silico analysis and primer design of Trypanosoma cruzi 

PPTs. PPT: Palmitoyl thioesterase; BP: Number of base pairs; kDa: molecular weight of 

the predicted protein; F’: forward primer; R’: reverse primer. 

PPT/Gene ID BP kDa F’/R’ (5’-3’) 

TcCLB.506797.70 

(TcPPT1) 

843 30.2 ATGATCGGAACGCCGATAGAAAACT/ 

AGCCTTGGACTCAATCGCCGGCAATACCT 

 

TcCLB.504149.55 

(TcPPT2) 

951 35.5 ATGCTTCTGCAGGACGTTATTGGAG/ 

GAGTCTCGATTTGTAGCCCTTTCCTG 

 

4.4. Conclusão Capítulo 1 
 
 

- Após buscas em bancos de dados genômicos, foram identificadas 15 possíveis DHHC 

palmitoil transferases (PATs) e duas palmitoil tioesterases (PPTs) em T. cruzi. 

- Todas as TcPATs e TcPPTs, exceto TcPAT1 e TcPAT6, foram clonadas no vetor 

pTcGWFLAG. 

- Foi possível obter parasitos transfectantes da maioria dos genes alvos, exceto para 

TcPAT4. 

 - A maioria das TcPATs concentrou-se na região anterior de formas epimastigotas, 

compatível com a localização de complexo de Golgi bolsa flagelar e/ou vacúolo contrátil; 

- A localização das PPTs foi dispersa pelo citoplasma. 
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V. Capítulo 2 

Obtenção de amastigotas intracelulares por cavitação  

 A segunda parte da tese foi a obtenção de formas amastigotas intracelulares 

isoladas por descompressão do nitrogênio (cavitação) para uso em ensaios biológicos, tais 

como endocitose, incubação com o inibidor de palmitoilação 2-BP e palmitoil 

proteômica. Foi possível obter uma população viável e purificada de amastigotas isoladas 

por esta técnica, com marcação positiva de Ssp4, uma proteína específica da superfície 

destas formas. Após realizar ensaios de endocitose, foi comprovada a atividade 

endocítica, com co-localização de transferrina e/ou albumina com cruzipaína nos 

reservossomos destas formas. Estes resultados foram publicados na revista PLOS ONE 

(Fator de impacto 2.806, Qualis CB1: B1). 

O efeito do inibidor de palmitoilação 2-BP sobre os amastigotas isolados estão 

descritos no Capítulo 3 e os dados sobre a palmitoil proteômica no Capítulo 4. 

 

5.1. Objetivo 

Obter amastigotas intracelulares viáveis por cavitação para estudos de endocitose. 

5.2. Objetivos específicos 

1. Otimizar a pressão e o tempo necessário para lisar a célula hospedeira e isolar o parasito 

intacto; 

2. Realizar imunofluorescência indireta com o marcador específico de superfície de 

amastigotas intracelulares Ssp4; 

3. Realizar ensaios de endocitose. 

 

5.3. Artigo publicado 

Autores: Cassiano Martin Batista, Rafael Luis Kessler, Iriane Eger, Maurilio José Soares 

Título: Trypanosoma cruzi intracellular amastigotes isolated by nitrogen decompression 

are capable of endocytosis and cargo storage in reservosomes 

Revista: PLoS One. 2015 Jun 9;10(6):e0130165. doi: 10.1371/journal.pone.0130165. 

Fator de impacto (2016): 2.806 (Qualis CB-I: B1) 
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5.4. Conclusão Capítulo 2 

- Foi padronizado o isolamento de amastigotas intracelulares de T. cruzi por cavitação. 

- Amastigotas isolados foram positivos para o marcador específico de amastigotas Ssp4. 

- A atividade endocítica foi comprovada em amastigotas intracelulares isolados por 

cavitação, com co-localização de cruzipaína, transferrina e albumina nos reservossomos. 
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VI. Capítulo 3 

Tratamento de Trypanosoma cruzi com 2-bromopalmitato altera 

morfologia, endocitose, diferenciação e infectividade 

 Após a padronização do isolamento de amastigotas intracelulares, a próxima parte 

da tese teve como objetivo analisar os efeitos do inibidor de S-palmitoilação 2-

bromopalmitato (2-BP) sobre T. cruzi. Como resultados: 1) o valor de CI50 de 2-

bromopalmitato foi estimado em 130 µM em formas epimastigotas (48h), 216 nM em 

tripomastigotas metacíclicos (24h), 242 µM em amastigotas intracelulares isolados por 

cavitação (24h) e 262 µM em tripomastigotas de cultura (4h); 2)  a incubação de 

epimastigotas com 2-BP na concentração estimada pelo CI50 por 48h alterou (a) a 

localização de TcFCaBP, uma proteína de flagelo sabidamente palmitoilada;  (b) a 

morfologia: presença de grandes vacúolos translúcidos na região posterior e  alterações 

na ultraestrutura do complexo de Golgi; 3) a endocitose de transferrina e albumina foi 

inibida em aproximadamente 90%; 4) a metaciclogênese foi inibida em até 90%; 5) a 

infectividade foi reduzida em até 75% dos tripomastigotas metacíclicos obtidos do 

experimento de diferenciação e 45,5% para tripomastigotas de cultura tratados. Estes 

dados estão compilados em um manuscrito submetido à revista BMC Cell Biology (Fator 

de 2,405 (Qualis CB-I: B1). 

 

6.1. Objetivo 

Analisar os efeitos do inibidor de S-palmitoilação 2-bromopalmitato (2-BP) sobre T. 

cruzi. 

 

6.2. Objetivos específicos 

 
1. Determinar o valor de CI50 (concentração que inibe 50% da proliferação) de 2-BP em 
T. cruzi; 
 
2. Avaliar alterações na morfologia, endocitose, na proliferação, na diferenciação e na 
infectividade de T. cruzi após o tratamento com 2-BP; 
 
3. Verificar alterações na localização de proteínas palmitoiladas após tratamento com 2-
BP. 
 
6.3. Artigo Submetido 

Autores: Cassiano Martin Batista, Rafael Luis Kessler, Iriane Eger, Maurilio José Soares 



 
 

62 
 

Título: Treatment of Trypanosoma cruzi with 2-bromopalmitate alters morphology, 
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Abstract 

Background. Palmitoylation is a post-translational protein modification that adds 

palmitic acid to a cysteine residue through a thioester linkage, promoting membrane 

localization, protein stability, regulation of enzymatic activity, and the epigenetic 

regulation of gene expression. Little is known on such important process in the pathogenic 

protozoan Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease. 

Results. The effect of 2-bromopalmitate (2-BP, a palmitoylation inhibitor) was analyzed 

on different developmental forms of Trypanosoma cruzi. The IC50/48h value for culture 

epimastigotes was estimated as 130 µM. The IC50/24h value for metacyclic 

trypomastigotes was 216 nM, while for intracellular amastigotes it was 242 µM. Our data 

showed that 2-BP alters T. cruzi: 1) morphology, as assessed by bright field, scanning and 

transmission electron microscopy; 2) mitochondrial membrane potential, as shown by 

flow cytometry after incubation with rhodamine-123; 3) endocytosis, as seen after 

incubation with transferrin or albumin and analysis by flow cytometry/fluorescence 

microscopy; 4) in vitro metacyclogenesis; and 5) infectivity, as shown by host cell 

infection assays. 

 Conclusion. Our results indicate that 2-BP inhibits key cellular processes of T. cruzi that 

may be regulated by palmitoylation of vital proteins.  

 

Key words: 2-Bromopalmitate, 2-BP inhibition, differentiation, endocytosis, 

palmitoylation, Trypanosoma cruzi   
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Background 

 Palmitoylation is a post-translational protein modification that consists in addition 

of palmitic acid to a cysteine residue through a thioester linkage. This modification 

promotes membrane localization, regulation of enzymatic activity, regulation of gene 

expression and protein stability [1-3]. Palmitoylation is a reversible, dynamic 

modification regulated by enzymes that either transfer palmitic acid to a target protein 

(palmitoyl acyltransferases: PATs) or cleave the thioester linkages between palmitic acid 

and the modified proteins (palmitoyl protein thioesterases: PPTs) [4]. Palmitoylation 

represents an important modification in cells of a variety of organisms, such as mammals 

[5-7], yeasts [8,9], fishes [10], plants [11,12] and nematodes [13]. This modification is 

well characterized in humans, as it is strongly involved in Huntington’s disease and other 

neuropsychiatric diseases [14,15] and cancer [16]. Palmitoylation was also recorded in 

pathogenic protozoa, including Toxoplasma gondii [17], Plasmodium falciparum [18] 

and Trypanosoma brucei [19].  

 2-bromopalmitate (2-BP), a palmitate analogue, is a well-known inhibitor of 

palmitoylation [20]. There are two proposed mechanisms for the 2-BP action: direct 

inhibition of PATs or blockage of palmitic acid incorporation by direct covalent 

competition with palmitate [21]. It has been suggested that 2-BP also inhibits PPTs, 

disturbing the acylation cycle of the protein GAP-43 at the depalmitoylation level and 

consequently affecting its kinetics of membrane association [22]. Incubation of the 

apicomplexan T. gondii with 50 µM 2-BP efficiently altered parasite morphology, gliding 

and host cell invasion [23]. In the African trypanosome T. brucei, the calculated IC50 

values were 197 µM for the procyclic form and 226 µM for the bloodstream life form 

[19]. However, no 2-BP or global palmitoylation studies have been reported yet for 

Trypanosoma cruzi, a protozoan parasite that causes Chagas disease in Latin America. 
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 Two T. cruzi proteins are known to be palmitoylated: TcFCaBP [24], which is 

involved in parasite motility, and TcPI-PLC [25], which is involved in evading the host 

immune system. Only one putative PAT has been identified in this protozoan 

(TcHIP/TcPAT1), localized in the Golgi complex of different life stages [26]. However, 

other still unidentified proteins should be also palmitoylated in T. cruzi, and 

palmitoylation is probably involved in diverse biological functions. A recent review on 

protein acylation in trypanosomatids with a focus on myristoylation and palmitoylation 

suggested that protein acylation represents an interesting target for the development of 

new trypanocidal drugs [27]. Indeed, T. cruzi N-myristoyltransferase (TcNMT), an 

enzyme that catalyzes the attachment of myristic acid to an N-terminal glycine residue of 

proteins, has been validated as a potential chemotherapeutic target in T. cruzi mammal 

stages [28].  

The aim of this study was to assess the in vitro effect of 2-BP on T. cruzi. The data 

presented here show that this inhibitor alters the parasite morphology, endocytosis, 

differentiation and infectivity and suggest the importance of palmitoylation for parasite 

survival and its involvement in crucial biological processes.  

 

Methods 

Reagents 

 Trypan Blue, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), penicillin (10,000 

units), streptomycin (10 mg/mL), trypsin from porcine pancreas, 2-bromopalmitate (2-

BP), dimethyl sulfoxide (DMSO), potassium chloride, propidium iodide, RNase A, 

carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP), acridine orange, Giemsa stain, 

formaldehyde, paraformaldehyde, glutaraldehyde, Hoechst staining solution and poly-L-

lysine were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Transferrin-
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AlexaFluor 633, Albumin-AlexaFluor 488, rhodamine-123, goat anti-mouse IgG 

AlexaFluor 488 conjugate, goat anti-mouse IgG AlexaFluor 594 conjugate and Prolong 

Gold were purchased from Molecular Probes/Life Technologies (Eugene, OR, USA). 

Potassium ferrocyanide, Permount, sodium cacodylate, osmium tetroxide and PolyBed-

812 resin were purchased from Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA). 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) was purchased from Ludwig Biotecnologia (Alvorada, RS, 

Brazil). Fetal bovine serum (FBS) was purchased from Gibco/Invitrogen/Life 

Technologies (Eugene, OR, USA). Nonidet 40 (NP-40) was purchased from Anresco 

Laboratories (San Francisco, CA, USA).  

 

Vero cells 

Vero cells (ATCC CCL-81) were maintained at 37°C in 75-cm2 cell culture flasks 

(Corning Incorporated, Corning, NY, USA) in DMEM medium supplemented with 10% 

FBS in a humidified 5% CO2 atmosphere. For weekly seeding, the cell monolayers were 

washed twice with PBS, trypsinized and the detached cells were collected by 

centrifugation for 5 minutes at 800 ×g. The cells were then inoculated at 106 cells/flask in 

fresh DMEM medium and kept as described above.  

 

Trypanosoma cruzi  

Culture epimastigote forms of T. cruzi clone Dm28c [29] were maintained at 28°C 

by weekly passages in Liver Infusion Tryptose (LIT) medium [30] supplemented with 

10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS). 

In vitro-derived metacyclic trypomastigotes were obtained by incubating 

epimastigotes in Triatomine Artificial Urine (TAU/TAU3AAG) medium, according to a 

previously described metacyclogenesis (i.e., epimastigote-to-trypomastigote 



 
 

68 
 

differentiation) protocol [31], with a yield of approximately 50%. Metacyclic 

trypomastigotes were purified with a DEAE-cellulose column as previously described 

[31]. 

Cell-derived trypomastigotes were obtained from Vero cell cultures infected with 

in vitro-derived metacyclic trypomastigotes, at a ratio of 100 parasites/cell. After 4 h of 

interaction the host cell monolayers were washed with PBS to remove the non-adherent 

parasites. Infected cells were then incubated for six days in 10 mL of DMEM medium 

supplemented with 10% FBS, when trypomastigote production peaked. The culture 

supernatant was collected, and the cell-derived trypomastigotes released into the 

supernatant were harvested by centrifugation for 15 min at 3,000g. The parasites were 

then used for the experiments and to maintain the infection cycle.  

 

Determination of IC50 value for 2-BP 

 A 100 mM 2-BP stock solution was prepared in DMSO. The solution was filtered 

through a 0.22-µm Millipore filter (Merck Millipore Co, Tullagreen, CO, Ireland) and 

stored at 4°C. After dilution in culture medium, the DMSO concentration in the 

experiments never exceeded 1%, and it did not affect parasite growth. 

 To calculate the concentration of 2-BP that inhibited 50% growth of the 

epimastigote cultures (IC50/48h), the parasites (106/mL) were incubated at 28°C with 

different concentrations of 2-BP (25 to 400 µM) in biological triplicates. Cell counts were 

made after 48 h with a Neubauer chamber. The population density was calculated and the 

death percentage was estimated relative to the untreated control (LIT medium with 1% 

DMSO), generating dose-effect curves. The CompuSyn software [33] was then used to 

calculate the IC50/48h value by using the death percentage for each 2-BP concentration. 
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For morphological analysis, the parasites were processed for bright field, scanning and 

transmission electron microscopy as described below. 

To calculate the IC50/24h for metacyclic and cell-derived trypomastigotes, the 

parasites (106 cells/mL) were incubated with different concentrations of 2-BP (0.1 to 175 

µM for metacyclic trypomastigotes; 0.1 to 400 µM for cell-derived trypomastigotes) in 

biological triplicates. After 24 h at 28°C (or 4 h at 37°C for culture trypomastigotes, to 

avoid differentiation into extracellular amastigote-like forms) the parasite number was 

counted in a Neubauer chamber and the death percentage was calculated relative to the 

untreated control (culture medium with 1% DMSO). The CompuSyn software was used 

to calculate the IC50 value. 

To calculate the IC50 value for intracellular amastigotes, 24-hour-old infected 

Vero cell cultures (106 cells/mL) were incubated with 2-BP (0.4 to 125 µM) in biological 

triplicates in a humidified 5% CO2 atmosphere. After 24 and 48 h of treatment, the 

infected host cells were lysed by nitrogen decompression [34] and the number of released 

amastigotes was counted in a Neubauer chamber. Population density was then compared 

to the untreated control (medium with 0.125% DMSO). The CompuSyn software was 

used to calculate the IC50 value. The number of released trypomastigotes was then 

evaluated after 72 h of treatment (96 h of infection).  

  The IC50/24h for intracellular amastigotes was calculated with purified 

amastigotes obtained from 48-hour-old infected cells cultures, by lysing the host cells 

with nitrogen decompression [34]. After three steps of centrifugation at low speed to 

remove the Vero cells, the purified intracellular amastigotes were incubated at 37°C with 

DMEM medium in 6-well plates (approximately 107 parasites/well) in a humidified 5% 

CO2 atmosphere. This cell suspension was centrifuged after 30 min to remove remaining 

intact Vero cells and new DMEM medium (containing additional 1000 units penicillin 
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and 100 µg/mL streptomycin) was added. The purified isolated intracellular amastigotes 

were then incubated for 24 h with 2-BP (0.4 to 500 µM) in biological triplicates. The 

CompuSyn software was used to calculate the IC50 value. 

 

Cytotoxicity to Vero cells 

To calculate the cytotoxicity for Vero cells (CC50/24h), 105 cells/mL were 

cultivated in 6-well plates in biological triplicates. After 24 h, the cultures were washed 

twice with PBS and incubated at 37°C with different concentrations of 2-BP (75 to 300 

µM) in a humidified 5% CO2 atmosphere. After 24 h of treatment, cell cultures were 

washed twice with PBS, trypsinized, washed in DMEM medium, stained with Trypan 

blue (0.02% final concentration) for cell viability analysis and  counted in Neubauer 

chamber. The percentage of dead cells was estimated relative to the untreated control 

(culture medium with 0.3% DMSO). The CompuSyn software was used to calculate the 

CC50/24h value. 

 

Flow cytometry of T. cruzi epimastigotes treated with IC50/48h 

2-BP 

Flow cytometry experiments were performed with a FACS Aria-II (Becton-

Dickinson, San Jose, CA, USA). A total of 20,000 events were acquired in the region 

previously identified as corresponding to T. cruzi epimastigotes [35]. The data were 

analyzed using the FlowJo software package (FlowJo, Ashland, OR, USA). 

 For cell cycle assays, parasite DNA was stained with propidium iodide (PI). The 

2-BP treated epimastigotes (2x106 cells) were washed twice in PBS, incubated with cell 

cycle buffer (3.4 mM Tris-HCl, 30 µg/mL PI, 0.1% NP-40, 10 mM sodium chloride, 
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700U/L RNAse, pH 7.6) and immediately analyzed using a 610/20 nm bandpass filter. 

Cell debris and doublets were excluded using a width × area gate. The Dean-Jett-Fox 

algorithm of FlowJo was used to estimate the percentage of cells in the G1, S and G2/M 

phases of the cell cycle. 

 For mitochondrial membrane potential analysis, 2-BP treated epimastigotes 

(2x106 cells) were washed twice in PBS and then incubated for 15 min at room 

temperature with 10 µg/mL rhodamine-123. After two washes with PBS, the parasites 

were analyzed using a 530/30 nm bandpass filter. CCCP at 100 µM for 5 min was used 

as a positive control of the mitochondrial membrane potential destabilization [36]. The 

relative mitochondrial membrane potential was determined by considering normalized 

median ratios (treated/control) of the fluorescence level. The normalized fluorescence 

medians were used for statistical analysis.  

  For cell viability assay, 2-BP treated epimastigotes were washed twice in PBS, 

incubated for 5 min at room temperature with PI (5 µg/mL) and then analyzed without 

washing. Positively stained cells (610/20 nm bandpass filter) were considered dead.  

For acid compartment analysis, the 2-BP treated epimastigotes (2x106 cells) were 

washed twice in PBS, incubated for 15 min at room temperature with 5 µg/mL acridine 

orange, washed twice with PBS and then analyzed using a 695/20 nm bandpass filter. The 

normalized fluorescence medians were analyzed as described above [35]. In parallel, 

parasites were adhered to glass slides and visualized with epifluorescence microscopy 

using a B-2A (long pass emission) filter (Nikon, Chiyoda, Japan).  

 

Endocytosis assays 

Epimastigotes were incubated for 4 h with IC50/48h 2-BP, washed twice in PBS 

and subjected to a previously described endocytosis assay [34,37] using 2x106 parasites 
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for flow cytometry analysis or 5x106 cells for fluorescence microscopy studies. After 15 

min under stress in PBS at 25°C, the parasites were incubated for 30 min at 28°C with 50 

µg/ml transferrin-AlexaFluor 633 or albumin-AlexaFluor 488. Negative control cells 

were incubated in the absence of labeled transferrin or albumin. For flow cytometry, 

living epimastigotes were analyzed using 660/20 and 530/30 nm bandpass filters for 

transferrin-AlexaFluor 633 or albumin-AlexaFluor 488 acquisition, respectively. The 

normalized median fluorescence intensity of transferrin and albumin was calculated as 

the ratio between the median fluorescence intensity of the treated and untreated cells. 

Data acquisition and analysis was performed as described above [34].  

 

  2-BP treatment during in vitro metacyclogenesis  

 Mid log-phase epimastigotes were collected and submitted to various treatments 

with 130 µM 2-BP during metacyclogenesis: (a) Control: five days in LIT/0.13% DMSO 

and then incubation for 2 h in TAU and 72 h in TAU3AAG media without 2-BP; (b) Pre-

stress: five days in LIT medium with IC50/48h 2-BP followed by incubation for 2h in 

TAU without 2-BP; (c) Stress: five days in LIT medium and then 2 h in TAU medium 

containing with IC50/48h 2-BP; and (d) Post-stress: five days in LIT medium, stress for 2 

h in TAU medium and incubation for 15 min in TAU3AAG with IC50/48h 2-BP. 

 After 2-BP treatments the cells were washed twice with PBS to remove 2-BP and 

incubated for 72 h in TAU3AAG medium. The parasites in the supernatants were then 

collected and counted in Neubauer chamber to obtain the ratio of metacyclic 

trypomastigotes / epimastigotes per mL. For morphological analysis, the parasites were 

processed for light microscopy. 

 

Infection assays 
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Metacyclic trypomastigotes obtained from 2-BP treatments during metacyclogenesis 

(see above) were used to infect Vero cells. Briefly, 107 metacyclic trypomastigotes were 

incubated with 106 Vero cells and after 24 h noninvasive trypomastigotes were removed 

by PBS whashes. After 6 days, the infected cultures were washed with PBS and the 

released trypomastigotes were collected from the PBS by centrifugation. The 

trypomastigotes were then counted and processed for light and fluorescence microscopy 

analysis.  

In other experiment, cell-derived trypomastigotes that were previously treated with 

IC50 2-BP were used to infect Vero cells. Briefly, the parasites (2x107 cells/mL) were pre-

incubated for 4 h with IC50 2-BP (262 µM), washed twice with PBS, counted in Neubauer 

chamber and then incubated for 2 h with 106 adhered Vero cells. Non-adherent parasites 

were then washed out with PBS. Four days after infection the released trypomastigotes 

were collected, counted in Neubauer chamber and processed for light and fluorescence 

microscopy. Vero cell cultures infected with untreated trypomastigotes were used as a 

control. 

 

Light microscopy  

The parasites were adhered for 10 min to 0.1% poly-L-lysine coated slides, fixed 

for 2 min at room temperature with methanol, air dried and then incubated for 30 min at 

room temperature with Giemsa stain. The samples were then washed with MilliQ water 

and mounted with Permount. After 24 h the slides were observed with a Nikon E600 

microscope (100x objective) in bright field mode for image acquisition. 

 

Fluorescence microscopy  
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To detect the native TcFCaBP, epimastigotes and metacyclic trypomastigotes 

were incubated with the respective IC50 value of 2-BP, washed twice in PBS, fixed for 20 

min with 4% formaldehyde and incubated for 1 h at room temperature with incubation 

buffer (1.5% BSA/PBS). This step was followed by incubation for 1 h at 37°C with a 

primary mAb 25 monoclonal antibody against TcFCaBP [38], which was diluted to 

1:1000 in incubation buffer. The samples were then washed three times in PBS and 

incubated for 1 h at 37°C with a secondary goat anti-mouse antibody coupled to 

AlexaFluor-488 or AlexaFluor-594 (1:600) in incubation buffer.  

To co-localize transferrin-AlexaFluor-633 or albumin-AlexaFluor-488 with 

cruzipain (CZP), the epimastigotes subjected to the endocytosis assays were fixed for 30 

min in 4% paraformaldehyde and permeabilized for 5 min with 0.5% Triton in PBS. For 

co-localization of CZP/transferrin-AlexaFluor-633, the samples incubated with CZP-

315.D9 mAb (at 50 µg/ml) [39], were washed three times in PBS and then incubated with 

a secondary goat anti-mouse-AlexaFluor-488 antibody (1:600 in incubation buffer). For 

the co-localization with CZP/albumin-AlexaFluor-488, the samples were incubated with 

CZP-315.D9 mAb and then incubated with a secondary goat anti-mouse-AlexaFluor-594 

antibody. 

After antibody incubations, all samples were washed three times in PBS, 

incubated for 5 min with 1.3 nM Hoechst 33342, washed twice in PBS and twice in MilliQ 

Water, mounted with Prolong Gold anti-fading reagent and then examined under a Nikon 

Eclipse E600 epifluorescence microscope. 

 

Scanning electron microscopy  

  Parasites were washed twice in PBS and fixed for 1 h at room temperature in 

2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. The fixed parasites were washed 
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twice in 0.1 M cacodylate buffer and then adhered for 15 min at room temperature to 

0.1% poly-L-lysine coated coverslips. The non-adhered cells were washed out twice with 

0.1 M cacodylate buffer and the adhered cells were then incubated for 15 min at room 

temperature with 1% osmium tetroxide diluted in 0.1 M cacodylate buffer. The samples 

were washed three times with 0.1 M cacodylate buffer and dehydrated in a graded acetone 

series (30%, 50%, 70%, 90% and 100% acetone, 5 min each). This step was followed by 

critical point drying in a Leica EM CPD300 and gold sputtering in a Leica EM ACE200. 

The samples were visualized in a JEOL JSM-6010 PLUS/LA scanning electron 

microscope at 20 kV. 

 

Transmission electron microscopy  

Parasites were washed twice in PBS and fixed for 1 h in 2.5% glutaraldehyde in 

0.1 M phosphate buffer at room temperature. The fixed parasites were washed twice in 

0.1 M cacodylate buffer and then post-fixed with 1% osmium tetroxide / 1.6% potassium 

ferrocyanide / 5 mM CaCl2 diluted in 0.1 M cacodylate buffer for 30 min at room 

temperature. The samples were washed three times with 0.1 M cacodylate buffer, 

dehydrated in a graded acetone series (5 min in 30, 50, 70, 90 and 100%) and then 

embedded in PolyBed812 resin. Ultrathin sections were obtained in a Leica EM UC6 

ultramicrotome, collected on copper grids, contrasted with uranyl acetate and lead citrate 

and then visualized in a JEOL 1400Plus transmission electron microscope at 90 kV. 

 

Statistical Analysis 

All experiments were performed in independent biological triplicates. Statistical 

analysis was performed using the software GraphPad Instat (GraphPad Software Inc, La 

Jolla, CA, USA) for ANOVA followed by a Bonferroni’s multiple comparisons test. 
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Results  

 

Effect of 2-BP on different T. cruzi developmental forms 

The IC50/48 h value of 2-BP for culture epimastigotes was estimated as 130 µM 

(Fig 1A). The estimated IC50 value (IC50/24h) of 2-BP for metacyclic trypomastigotes 

was 216 nM (Fig 1B), while for cell-derived trypomastigotes it was 262 µM (Fig. 1C). 

The cytotoxic effect (CC50/24h) of 2-BP on Vero cells was calculated before the 

assays with intracellular amastigotes, and its estimated value was 138 µM. Concentrations 

higher than 200 µM killed 100% of the host cells. No effect on number and morphology 

of intracellular amastigotes was observed after 24 or 48 h of treatment of infected Vero 

cells with up to 125 µM 2-BP (data not shown). However, 125 µM 2-BP enhanced the 

intracellular differentiation into trypomastigote forms. Isolation of intracellular forms by 

nitrogen decompression after 24 h of treatment showed several trypomastigote-like 

stages, characterized by the presence of a bar kinetoplast close to the nucleus (Additional 

file 1: Figure S1). There was an increase of approximately 40% in the number of released 

trypomastigotes after four days of infection (72 h of treatment) when compared to 

untreated cultures.   

Finally, intracellular amastigotes were isolated from the host cells by nitrogen 

decompression and were then incubated with different concentrations of 2-BP. In this 

case, the estimated IC50/24h value was 242 µM (Fig. 1D). This high concentration could 
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explain why we failed to calculate the IC50 value for intracellular amastigotes (no effect 

up to 125 µM). 

 

Mislocalization of TcFCaBP after incubation with 2-BP   

Epimastigotes and metacyclic trypomastigotes were treated respectively for 48 or 

24 h with their 2-BP IC50 values and then incubated with a monoclonal antibody against 

TcFCaBP, a flagellar calcium-binding protein known to be palmitoylated [24, 37]. While 

untreated epimastigotes (Fig. 2A) and metacyclic trypomastigotes (Fig. 2C), showed 

prominent flagellar labeling, the 2-BP-treated cells lost their flagellar labeling and 

showed a disperse reaction throughout the cell body (Figs. 2B and 2D).   

 

Morphology, viability and physiology of T. cruzi epimastigotes 

were altered by treatment with IC50/48h 2-BP 

 2-BP treated epimastigotes had translucent vacuoles at the posterior region and 

were occasionally linked by the flagella (insets in Figs. 3A and 3B). Scanning electron 

microscopy showed a leakage of intracellular material at the flagellar pocket region (Figs 

3A and 3B). Transmission electron microscopy showed large electron lucent vacuoles at 

the posterior cell region and Golgi alterations (Figs. 3C and 3D). 

To certify that the large vacuoles observed by light and transmission electron 

microscopy were reservosomes (acidic pre-lysosomal organelles found at the posterior 

end of T. cruzi epimastigotes), 2-BP-treated epimastigotes were incubated with acridine 

orange. Analysis by flow cytometry showed a 2-fold increase in the median red 

fluorescence intensity peak (Additional file 2: Figure S2, left panel). Using fluorescence 

microscopy, a strong red labeling was found in structures at the posterior region of the 
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treated cells (Additional file 2: Figure S2, right panel), thus indicating that these large 

vacuoles corresponded to reservosomes.  

 The size (FSC) and granularity (SSC) of 2-BP-treated epimastigotes were 

analyzed by flow cytometry, and they showed statistically significant increases of 

approximately 13% and 11% (p≤0.0012 and p≤0.007), respectively, compared to the 

control (Figs 4A and 4B). There was no significant difference in the distribution of cells 

in the different cell division cycle stages (G1, S and G2-M) between the treated and the 

control parasites (Fig. 4C).  

In mitochondrial viability assays with rhodamine-123, the normalized median of 

the fluorescence peaks in the stained cells decreased 47% (p≤0.001) in the 2-BP-treated 

epimastigotes (Fig. 4D), showing that the mitochondrial potential was altered by the 

palmitoylation inhibition although only 1.5% of the population was dead after 48 h of 

incubation with 2-BP (Fig. 4E), thus indicating that most parasites were viable. 

   

Endocytosis in T. cruzi epimastigotes is hindered by 2-BP 

 Epimastigotes were treated for 4 h with 130 µM 2-BP, washed and then incubated 

for 30 min in LIT medium containing endocytic markers. Two different tracers were used: 

transferrin (mostly internalized via the cytostome) and albumin [40].  

Incubation with transferrin-Alexa 633 and analysis by flow cytometry showed that 

2-BP treated parasites had low endocytic activity, with an approximately 90% reduction 

in the normalized 633 fluorescence median (Fig. 5A). Fluorescence microscopy showed 

that untreated cells internalized transferrin partially in co-localization with the 

reservosomal marker cruzipain (Fig. 5B). On the other hand, transferrin fluorescence was 

reduced in 2-BP parasites and no co-localization with cruzipain was observed (Fig. 5C).  
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Treated epimastigotes incubated with albumin-Alexa 488 showed an 

approximately 90% reduction in normalized 488 fluorescence (Fig 6A). Fluorescence 

microscopy showed no co-localization with cruzipain and little albumin was ingested 

(Figs. 6B and 6D).  

 

Trypanosoma cruzi metacyclogenesis is altered by 2-BP 

 The metacyclic trypomastigotes/epimastigotes ratio was evaluated after 72 h in 

the supernatant of the TAU3AAG differentiation medium (Fig. 7A). While in the control 

this ratio was approximately 5:1, for 2-BP-treated parasites the ratio ranged from 0.5:1 

(2-BP in pre-stress medium) to 2.5:1 (2-BP in post-stress medium) (Fig. 7B). Incubation 

with TcFCaBP mAb showed that all treatments (2-BP in pre-stress, stress or post-stress 

media) led to mislocalization of this flagellar protein, which was found at the parasite 

surface, but not at the flagellum. 

Morphology of parasites from the culture supernatants was analyzed by light 

microscopy. Metacyclic trypomastigotes were abundant in the untreated control (Fig. 

7C). When 2-BP was added to pre-stress assays, then epimastigotes prevailed (Fig. 7C) 

and the few detected metacyclic trypomastigotes were smaller, with their nucleus and 

kinetoplast closely located. When 2-BP was added to the stress and post-stress assays, 

round cells prevailed and the few detected metacyclic trypomastigotes were 

morphologically similar to those of the control (Fig. 7C). 

 

Infectivity of  T. cruzi trypomastigotes is altered by 2-BP 

Trypomastigotes obtained from the TAU3AAG supernatants of the 2-BP 

metacyclogenesis assay were used to infect Vero cells. Six days after infection, the 

released trypomastigotes were counted and the parasite number was compared to that of 
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trypomastigotes collected from Vero cell cultures that were infected with untreated 

parasites. There was a significant inhibition in the number of released trypomastigotes for 

all 2-BP treatments, ranging from 48.5% to 75% (Fig. 8A). 

Light microscopy showed round-shaped, smaller and thicker parasites with a 

round nucleus in all treated groups when compared to the control trypomastigotes (Fig. 

8A). Released trypomastigotes from the control and pre-stress assays were incubated with 

TcFCaBP mAb and were visualized by fluorescence microscopy (Fig. 8B). In the control 

parasites protein localization was enriched in their flagella (Fig. 8B), while in the 

trypomastigotes from the 2-BP experiments the localization was diffuse on the cell 

surface or was partially located at the flagellar membrane (Fig. 8B).  

In another experiment, cell-derived trypomastigotes were treated with IC50 2-BP 

(262 µM) and then used to infect Vero cells. At this experimental point (before infection), 

aliquots of the treated and untreated (control) trypomastigotes were incubated with the 

TcFCaBP mAb. In untreated trypomastigotes the labeling was in the flagellum, while in 

treated parasites the labeling was diffuse in the cytoplasm, with a few trypomastigotes 

presenting flagellar labeling (Fig. 9A, “before infection”). After four days of infection the 

released trypomastigotes were collected and incubated with the TcFCaBP mAb. The same 

result was obtained: while in trypomastigotes from the control experiment the labeling 

was in the flagellum (Fig.9A, “after infection”), in trypomastigotes obtained from the the 

2-BP treatment assay the labeling was diffuse in the cytoplasm, with a few 

trypomastigotes presenting flagellar labeling (Fig. 9A, “after infection”). The released 

trypomastigotes were counted and their numbers were compared. There was a 45.5% 

inhibition in the number of released parasites in the treatment assay (Fig. 9B). The 

morphology of the released parasites from the treatment assay was analyzed by light 
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microscopy, showing round-shaped, smaller, thicker cells with a rounded nucleus, when 

compared to the control trypomastigotes (Fig. 9C). 

 

Discussion 

Protein palmitoylation promotes membrane localization, regulation of enzymatic 

activity, regulation of gene expression and protein stability [1-3]. Many palmitoylated 

proteins are important for diverse aspects of pathogenesis in eukaryotic parasites, 

including differentiation into infective life cycle stages, biogenesis and tethering of 

secretory organelles, assembling the machinery powering motility and targeting virulence 

factors to the plasma membrane [41]. Here we analyzed the effect 2-BP, a palmitate 

analogue that inhibits palmitoylation, on the different life stages of the pathogenic 

protozoan T. cruzi. 

T. cruzi culture epimastigotes incubated with 130 µM 2-BP (IC50/48h) did not 

show flagellar localization of TcFCaBP (a flagellar protein that is known to be 

palmitoylated), which is in agreement with the data obtained with T. cruzi TcFCaBP 

palmitoylation-deficient mutants (C4A and ∆N) [24], thus indicating that 2-BP also 

inhibits palmitoylation in T. cruzi epimastigotes. TcFCaBP was also mislocated in 

metacyclic and culture trypomastigotes that were incubated with an IC50 value of 2-BP 

(216 nM and 262 µM, respectively), thus demonstrating that palmitoylation is an 

important modification for protein localization in T. cruzi.  

Incubation of infected Vero cells for 72 hours with 2-BP resulted in a 40% 

increase in the number of released trypomastigotes. It is possible that 2-BP treatment led 

to deregulation of metabolic pathways (e.g., energy production, nucleotide metabolism, 

pteridine biosynthesis and/or fatty acid oxidation) in the host cells or in the intracellular 

parasites, which are key processes for the parasite intracellular development [42], 
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accelerating the parasite intracellular differentiation cycle. Indeed, several enzymes and 

transporters for the above mentioned metabolic pathways were already identified in the 

T. brucei palmitoylome [19].  

  2-BP-treated epimastigotes showed marked morphological alterations. The large 

vesicles close to the Golgi complex that were observed by transmission electron 

microscopy could be a result of inhibition of palmitoylation, leading to accumulation of 

depalmitoylated proteins in vesicles at the trans-Golgi network, since it is known that the 

Golgi compartment acts as a hub for palmitoylation [43]. It is possible that the vesicles 

observed close to the Golgi could leave the flagellar pocket by exocytosis, thus forming 

the extracellular material observed by scanning electron microscopy.  

 Internalization of transferrin and albumin was inhibited in the 2-BP-treated 

epimastigotes. Our data on transferrin inhibition are in agreement with a former work on 

the inhibition of diferric transferrin receptor-mediated endocytosis that is associated with 

palmitoylation of the transferrin receptor [44], thus suggesting that the transferrin receptor 

of T. cruzi is palmitoylated. Indeed, the existence of a transferrin receptor in T. cruzi has 

been proposed [45], but this receptor has been not yet identified. Our data indicate that 

the two endocytic portals of T. cruzi epimastigotes, the cytostome and the flagellar pocket 

[37,46], are deficient for transferrin/albumin internalization when palmitoylation is 

inhibited. Accordingly, the pellet of 2-BP-treated epimastigotes was paler than that of the 

control parasites (data not shown), indicating that treated parasites were deficient in 

incorporating hemin from the LIT medium.  

The translucent vacuoles observed by light microscopy at the posterior end of 

epimastigotes corresponded to the large, electron-lucent vacuoles found by transmission 

electron microscopy. Incubation with acridine orange showed an approximately 99% 

increase of the fluorescence signal by flow cytometry and a stronger red labeling by 
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fluorescence microscopy at the posterior cell end, indicating that these large vacuoles 

correspond to the reservosomes, acidic organelles that accumulate ingested proteins [46]. 

The lower endocytic capacity of 2-BP-treated epimastigotes resulted in the appearance of 

these less dense reservosomes. 

It has been proposed that the content of reservosomes is metabolized during the 

metacyclogenesis process [47]. Considering that the 2-BP-treated epimastigotes had poor 

endocytic activity, we analyzed the effect of incubating epimastigotes with 2-BP before 

metacyclogenesis (pre-stress assay). As a result, treated epimastigotes had a decreased 

ability to differentiate (up to 75%). Light microscopy showed that some resulting 

metacyclic forms had a nucleus close to the kinetoplast, indicating that the development 

of the differentiation process was affected. Therefore, it seems that epimastigotes bearing 

reservosomes with low protein content have decreased aptitude for the differentiation 

process.  

All morphological alterations found in 2-BP stressed epimastigotes indicate that 

inhibition of palmitoylation was highly detrimental for differentiation and infectivity. 

When the resulting metacyclic trypomastigote forms were submitted to an infection assay, 

the percentage of released trypomastigotes decreased from 48.5% to 25%, demonstrating 

that the inhibition of palmitoylation interfered with parasite infectivity, possibly due to 

loss of surface proteins involved in host cell interactions. Metacyclic trypomastigotes 

obtained from the pre-stress metacyclogenesis assays were used to infect Vero cell 

cultures. As a result, released trypomastigotes (i.e., after 10 days without treatment with 

2-BP) still showed TcFCaBP mislocalization and nuclear/kinetoplast morphological 

alterations, which could contribute to reduce the number of released parasites. 

We submitted cell-derived trypomastigotes treated with IC50 2-BP to a host cell 

interaction assay to determine whether the inhibition of palmitoylation could result in 
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reduced infectivity. The number of released trypomastigotes decreased 45.5% in the 

treated group, demonstrating that the inhibition of palmitoylation interfered with host cell 

interactions. Compared to the control trypomastigotes, the treated trypomastigotes had 

round-shaped, smaller, thicker cell bodies with a round nucleus, together with 

mislocalization of TcFCaBP. These results further indicate that palmitoylation was 

altered in the treated trypomastigotes.  

Our data on global palmitoylation inhibition by 2-bromopalmitate show that such 

inhibition deregulates T. cruzi growth, viability, morphology, endocytosis, differentiation 

and host cell interaction/infectivity in vitro, which are crucial biological processes for the 

parasite survival. The next step is to identify and validate the biochemical pathways 

involved with palmitoylation that lead to these alterations by proteomic and reverse 

genetic approaches. Future studies focusing on the characterization of these pathways are 

also paramount to understand the role of palmitoylation-dependent protein localization in 

parasite survival.  

Some palmitoylation inhibitor compounds have been already described [48], and 

one of them, Compound V (CV) behaved similarly to 2-BP, in that it inhibited all four of 

the DHHC proteins tested. 2-BP and CV inhibited autoacylation of the PAT enzyme, 

which is tightly correlated with the ability to transfer palmitate to substrate [49]. Future 

works with these specific palmitoylation inhibitors against T. cruzi could elucidate the 

role played by palmitoylation in the parasite life cycle. 

 

 Conclusions 

2-bromopalmitate treatment in Trypanosoma cruzi alters morphology, 

endocytosis, differentiation and infectivity, which suggests that palmitoylation is an 
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important cellular process that may be a good target for further cellular/molecular biology 

studies. 
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Figure legends 

Figure 1. Effect of 2-BP on different Trypanosoma cruzi developmental forms.  

(A) Effect on epimastigotes. IC50 value was estimated as 130 µM. n=3, p<0.001. (B) 

Effect on metacyclic trypomastigotes. IC50/24h value was estimated as 216 nM. n=3, 

p<0.001. (C) Effect on culture trypomastigotes. IC50/4h value was estimated as 262 µM. 

n=3, p<0.001. (D) Effect on isolated intracellular amastigotes. IC50=242 µM. n=3, 

p<0.001. 
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Figure 2. Localization of TcFCaBP in Trypanosoma cruzi epimastigotes and 

metacyclic trypomastigotes after 2-BP treatment. 

(A-C) Negative control (CTL), showing flagellar localization (in red) of TcFCaBP in 

epimastigotes (A) and trypomastigotes (C). Nucleus and kinetoplast are stained with 

DAPI (blue). (B-D) Incubation with 130 µM 2-BP hindered flagellar localization of 

TcFCaBP. n: nucleus; k: kinetoplast; f: flagellum. Bars=5 µm. 
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Figure 3. Morphological alterations of Trypanosoma cruzi epimastigotes treated with 

IC50/48h 2-BP.  

(A-B) Scanning electron microscopy of control (A) and 2-BP-treated (B) parasites. Note 

the extracellular leakage at the flagellar pocket region of treated epimastigotes (arrows). 

Insets (bar=5 µm): bright field microscopy of Giemsa-stained parasites. Control parasite 

(in A) showing the characteristic elongated shape; treated parasites (in B) were larger, 

with large vacuoles and were adhered by their flagella. (C-D) Transmission electron 

microscopy. Control epimastigote (C) showing the typical elongated morphology. A 

representative Golgi complex is shown in the inset. 2-BP-treated parasites (D) presented 

large electron lucent vacuoles at the anterior tip (arrows) and Golgi complex alterations 

(arrow in inset). N: nucleus; K: kinetoplast; FP: flagellar pocket; G: Golgi complex; R: 

reservosome; M: mitochondrion. Bars=5 µm. 
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Figure 4. IC50/48h 2-BP treatment Effect on Trypanosoma cruzi epimastigotes as 

assessed by flow cytometry. 

(A) Forward scatter (FSC) analysis of control (CTL) and treated parasites, showing the 

larger size of the treated epimastigotes. (B) Side scatter (SSC) analysis of CTL and 2-BP 

parasites, showing an increase in granulosity. (C) Cell cycle analysis, showing no 

difference between CTL and 2-BP treated parasites in the different cell cycle stages. (D) 

Mitochondrial potential analysis by rhodamine-123, showing a decrease in the membrane 

potential for 2-BP-treated epimastigotes; 100 µM CCCP: positive control. (E) Cell 

viability analysis of CTL and 2-BP parasites by propidium iodide, showing a few dead 

cells in 2-BP-treated cultures. 



 
 

96 
 

 

 

 

 

Figure 5. Transferrin-AlexaFluor 633 endocytosis is altered in Trypanosoma cruzi 

epimastigotes by 2-BP treatment. 

(A) Flow cytometry analysis showing that transferrin internalization was inhibited after 

4 h of treatment with 2-BP. ***: p<0.001. (B) Control cell: co-localization of internalized 

transferrin (TF-633) with cruzipain (CZP) in reservosomes by fluorescence microscopy. 

(C) Parasites treated for 4 h with 2-BP showing no fluorescence signal for transferrin. n: 

nucleus; k: kinetoplast. Bars=5 µm. 
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Figure 6. Albumin-Alexa 488 endocytosis is altered in Trypanosoma cruzi 

epimastigotes by 2-BP treatment. 

(A) Flow cytometry analysis showing that albumin internalization was inhibited after 

treatment for 4 h with 2-BP. ***: p<0.001. (B) Control: Co-localization of internalized 

albumin (ALB-488) with cruzipain (CZP) in reservosomes by fluorescence microscopy. 
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(C) Parasites treated for 4 h with 2-BP showing no fluorescence signal of albumin (no co-

localization with cruzipain). N: nucleus; k: kinetoplast. Bars=5 µm. 

 

 

 

 

 

Figure 7. Metacyclogenesis of Trypanosoma cruzi is inhibited by 2-BP treatment. 

(A) Schematic view of the metacyclogenesis experimental design. (B) Ratio of metacyclic 

trypomastigotes/epimastigotes after 72 h in the supernatant of TAU3AAG medium; the 

ratio decreased in all treatments, when compared to the untreated control. *: p>0.005; **: 

p<0.005; ***: p<0.001. (C) Giemsa-stained cells collected in the supernatant showing 
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morphological alterations after the different treatments. n: nucleus; k: kinetoplast. Bars=5 

µm. 

 

 

 

 

Figure 8. 2-BP treatment during metacyclogenesis alters Trypanosoma cruzi host cell 

infectivity. 

(A) Number of released cell-culture trypomastigotes (CTL and 2-BP-treated groups) after 

Vero cell infection, showing a reduction of approximately 45.5% to 75% for the treated 

groups when compared to the control parasites. n=3, ***: p<0.001. Released cell-culture 

trypomastigotes (CTL and 2-BP-treated groups) as visualized by light microscopy 
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showing morphological alterations, such as smaller size and round nucleus, compared to 

the control parasites. n: nucleus; k: kinetoplast. Bars=5 µm. (B) Localization of TcFCaBP 

of Trypanosoma cruzi trypomastigotes released from Vero cells infected with 2-BP-

treated metacyclic trypomastigotes (pre-stress group). CTL: Negative control showing a 

strong labeling in the flagellum. 2-BP: Treated parasites showing cellular (arrowhead) 

and partial flagellar (arrow) labeling. n: nucleus; k: kinetoplast; f: flagellum. Bars=5 µm. 
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Figure 9. 2-BP treatment of culture trypomastigotes with IC 50 2-BP alters 

Trypanosoma cruzi host cell infectivity. 

(A) 2-BP treatment before infection altered TcFCaBP flagellar localization in parasites 

obtained before and after infection. (B) Note the decrease in number of released 

trypomastigotes four days after infection. *: p>0.05 (C) Giemsa staining of released 

trypomastigotes showing morphological alterations. n: nucleus; k: kinetoplast. Bars=5 

µm. 
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Additional Files 

Additional file 1: Figure S2. 48h-old Trypanosoma cruzi intracellular parasites 

isolated by cavitation after 24 hours with 125 µM 2-BP. A) Control isolated amastigote 

incubated  in DMEM medium with the vehicle DMSO at 0.125%;B) Treated parasite 

showing an intermediate morphology similar to trypomastigotes, but with kinetoplast 

close to the nucleus (transition form); C) Treated parasite showing the typical 

trypomastigote form. N= nucleus; k= kinetoplast.Bars= 5µm. 

 

 

Additional file 3: Figure S3. Characterization of acid compartments in control 

(CTL) and 2-BP-treated epimastigotes after acridine orange (AO) staining. Note the 

increased AO fluorescence signal in 2-BP parasites (left panel), which corresponds to 

increased fluorescence in large vacuoles at the posterior cell end (right panel). Bars=5 

µm. 
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6.4. Conclusão Capítulo 3 

- Os valores de CI50 de 2-bromopalmitato foram estimados em 130 µM em formas 

epimastigotas (48h), 216 nM em tripomastigotas metacíclicos (24h), 242 µM em 

amastigotas intracelulares isolados por cavitação (24h) e 262 µM em tripomastigotas de 

cultura (4h). 

- A incubação de epimastigotas, por 48h, com 2-BP na concentração estimada pela CI50 

alterou a localização de TcFCaBP, uma proteína de flagelo sabidamente palmitoilada. 

- A morfologia: apareceram grandes vacúolos translúcidos na região posterior, além de 

alterações na ultraestrutura do complexo de Golgi. 

- A endocitose de transferrina e albumina foi inibida em aproximadamente 90%. 

- A metaciclogênese foi inibida em até 90% (no grupo pré-estresse). 

- A infectividade foi reduzida em até 75% dos tripomastigotas metacíclicos obtidos do 

experimento de diferenciação e 45,5% para tripomastigotas de cultura.  
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VII. Capítulo 4 

 

Palmitoil proteômica de Trypanosoma cruzi  

 Esta parte da tese teve por objetivo identificar proteínas palmitoiladas em 

diferentes formas evolutivas de T. cruzi e foi realizada no laboratório do Dr. David 

Morgan Engman no Cedars-Sinai Medical Center (Los Angeles, CA, EUA) durante o 

período de Doutorado Sanduíche por seis meses (Maio a Outubro de 2017) com bolsa 

PDSE CAPES (Processo 88881.135788/2016-01). A caracterização in silico da palmitoil 

proteômica de formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foi realizada e foram 

identificadas 3097 proteínas, das quais: 15% foram de alta confiança (p<0,01), 130 (4%) 

tiveram média confiança (p<0,05) e 2501 tiveram baixa confiança (p>0,05). No grupo 

com alta confiança, 6% continham o motivo de miristoilação MG e, após predizer a 

função, 35% das proteínas identificadas continham função desconhecida, 13% eram de 

metabolismo, além de proteínas de sinalização celular e de tráfego. 

Para a palmitoil proteômica de formas amastigotas intracelulares, células H9C2 

foram infectadas com a cepa Y de T. cruzi e um total 1,2x109 amastigotas intracelulares 

foram isolados, com uma pureza de 98% (contaminação com 2% de células hospedeiras 

intactas ou formas tripomastigotas). As amostras de amastigotas e de tripomastigotas 

concentradas estão preservadas em freezer -80ºC e serão utilizadas futuramente para 

análise de palmitoil proteômica através do protocolo de PalmPISC em colaboração no 

laboratório do Dr. David Morgan Engman. 

Como estes resultados não estão compilados em forma de manuscrito, serão 

descritos a seguir em formato tradicional com introdução, objetivos, material e métodos, 

resultados e discussão e conclusões os dados obtidos. 
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7.1. Introdução 

O sequenciamento de genomas não é o suficiente para abranger muitos dos 

processos biológicos. Deve-se saber, por exemplo, quais proteínas estão realmente sendo 

expressas, quando e em quais níveis esta expressão ocorre e quais são as suas 

modificações pós-transcricionais, possibilitadas pela análise dos transcritos de RNAm 

(transcriptômica) e, após mais avanços, a análise do conjunto de proteínas expressas a 

partir do genoma (proteômica) (Revisado por Humphery-Smith, 2015). 

A definição do termo proteômica surgiu no ano de 1995 como sendo a 

caracterização em larga escala do conjunto de proteínas expressas em uma célula ou 

tecido (Wasinger et al., 1995). O proteoma não é estático e depende das condições e 

estímulos a que o organismo é exposto. Sendo assim, a proteômica visa o estudo da 

estrutura, função e o controle dos sistemas biológicos pela análise das várias propriedades 

das proteínas, incluindo também os estudos da sequência, abundância, atividade e 

estruturas das proteínas expressas por uma célula, assim como as modificações, 

interações e translocações sofridas pelas proteínas (Revisado por Humphery-Smith, 

2015). 

A proteômica consiste basicamente em extrair, separar, quantificar e identificar 

proteínas. Quando essas proteínas são intactas, o termo abordado é proteômica top down 

e quando a análise é dos seus peptídeos, ela é chamada de proteômica bottom up. Na 

proteômica botton up, há a digestão da proteína intacta, sendo os peptídeos analisados por 

espectrometria de massas (Han et al., 2008). 

A proteômica top down tem sido empregada para o estudo da S-palmitoilação: a 

palmitoil proteômica. São duas as principais abordagens: 1) a técnica ABE (Acyl Biotinyl 

Exchange) utiliza a propriedade da hidroxilamida de clivar a ligação tioéster entre a 

cisteína e o ácido palmítico, seguido da substituição por biotina e enriquecimento 

utilizando estreptavidina (Figura 1.3) (Wan et al., 2007); 2) o uso do ácido graxo alcinil 

17-octadecinóico (17-ODYA: 17-octadecynoic acid) aliado à click chemsitry (Martin e 

Cravatt, 2009). Recentemente, houve uma melhoria da abordagem ABE utilizando 

alterações no protocolo para espectrometria de massas (PalmPISC, do inglês Palmitoyl 

Protein Identification and Site Characterization), na qual a etapa de tripsinização é 

antecipada ao passo de biotinilização para que os sítios de S-palmitoilação sejam 

identificados (Figura 7.1) (Yang et al., 2010).  
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Figura 7.1. Comparação entre a preparação de amostras para Acyl-biotinyl 
Exchange (ABE) e Palmitoyl Protein Identification and Site Characterization 
(PalmPISC). Na preparação por ABE original, a amostra é tripsinizada após a coluna de 
afinidade da biotina com estreptavidina-agarose, e peptídeos da proteína inteira são 
enriquecidos e eluídos, permitindo apenas a identificação de proteínas. Na preparação 
PalmPISC a amostra é tripsinizada logo após a biotinilação dos tióis resultantes da quebra 
da ligação tioéster entre a cisteína e o ácido palmítico. Assim, após cromatografia de 
afinidade com estreptavidina-agarose apenas peptídeos oriundos da ligação entre a biotina 
e estreptavidina são enriquecidos e eluídos, e a localização dos sítios de S-palmitoilação 
é revelada além da identificação de protéinas. Modificado de Yang et al., 2010.  
 
 A tabela 7.1 compara dozenove estudos de larga escala em palmitoil proteômica 

após busca no PubMed (NCBI). Destes, onze foram em mamíferos, cinco em protozoários 

patogênicos, dois em plantas e um em leveduras. Treze estudos utilizaram ABE ou 

derivados, e seis utilizaram 17-ODYA-click chemistry. Apenas um dos estudos usou 

ambas as técnicas (Jones et al., 2012) e 212 proteínas foram enriquecidas mutualmente. 

O número de proteínas identificadas variou de 21 (Kostiuk et al., 2008) a 641 (Collins et 

al., 2017). Apenas dois estudos identificaram sítios de palmitoilação, variando de 168 

(Yang et al., 2010) a 906 (Collins et al., 2017). Treze estudos realizaram validação dos 

dados, confirmando a palmitoilação experimentalmente de uma proteína (Nievas et al., 

2018; Caballero et al., 2016; Foe et al., 2015; Hemsley et al., 2013; Jones et al., 2012; 

Dowal et al., 2011; Kostiuk et al., 2008), um grupo de proteínas (Morrinson et al., 2015; 
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Chesarino et al., 2014;  Martin e Cravatt, 2009; Kang et al., 2008; Roth et al., 2006) ou 

utilizando outras técnicas de  proteômica, tais como SILAC (Martin et al., 2012). 

 

Tabela 7.1. Estudos de palmitoil proteômica em larga escala em diversos 
organismos.  
Modelo de estudo  Método   Nº de proteínas 

identificadas\sítios 

Validação Refs 

Trichomonas 

vaginalis 

ABE 363\- TvTSP8 Nievas et 

al., 2018 

Mus musculus 

(cérebro) 

ssABE* 641\906 - Collins et 

al., 2017 

Rattus norvegicus 

(cérebro) 

ABE e acil 

RAC** 

ABE 241\- 

Acil RAC 144\- 

- Edmonds 

et al., 

2017 

Toxoplasma gondii ABE 401\- ROP5 Caballero 

et al., 

2016 

Cultura celular de 

Populus 

trichocarpa 

ABE 450\- - Srivastava 

et al., 

2016 

T. gondii 17-ODYA\ 

Click 

chemistry 

282\- AMA1 Foe et al., 

2015 

Homo sapiens 

(células T) 

ABE 280\- 6 Morrinson 

et al., 

2015 

H. sapiens (em 

infecção com HIV) 

17-

ODYA\click 

chemistry 

174\- - Colquoun 

et al., 

2015 

M. musculus 

(fibroblastos e 

células dendríticas) 

17-

ODYA\Click 

chemistry 

563\- 6 Chesarino 

et al., 

2014 
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Arabidosis thaliana ABE 600 LRR-RLK Hemsley 

et al., 

2013 

Plasmodium 

falciparum 

ABE\17-

ODYA-click 

chemistry 

ABE 111 (alta 

confiança) \-  

17-ODYA\click 

chemistry 82 (alta 

confiança\- 

202 

proteínas 

enriquecidas 

mutualmente 

(alta e média 

confiança) 

PfGAD45 

Jones et 

al., 2012 

M. musculus 

(Células T) 

17-

ODYA\Click 

chemistry 

165 (117 alta 

confiança) 

Todas por 

SILAC 

Martin et 

al., 2011 

H. sapiens 

(plaquetas) 

PalmPISC 215\- TLT-1 Dowal et 

al., 2011 

Trypanosoma 

brucei 

ABE 124\- - Emmer et 

al., 2011 

H. sapiens (balsas 

lipídicas) 

PalmPISC 398\ 168 - Yang et 

al., 2010 

H. sapiens (Células 

T Jurkat) 

17-ODYA-

click 

chemistry 

125\- Família 

3FAM108 

Martin e 

Cravatt, 

2009 

R. norvegicus 

(mitocôndria do 

fígado) 

17-ODYA-

click 

chemistry 

21\- HMG65 Kostiuk et 

al., 2008 

R. norvegicus 

(células neurais) 

ABE 268\- 21 Kang et 

al., 2008 

Saccharomyces 

cerevisiae 

ABE 47 26 Roth et 

al., 2006 

*Do inglês site specific ABE, permite a identificação de sítios de palmitoilação.  
** Sem uso de biotina no lugar do ácido palmítico, a coluna de afinidade é baseada em 
beads de tiopropil, que têm afinidade com os tióis livres pós clivagem com hidroxilamida. 
 
 Nenhuma palmitoil proteômica foi realizada em T. cruzi e pela palmitoilação 

poder estar envolvida em diversos processos biológicos do parasito, o objetivo desta parte 
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da tese foi realizar a palmitoil proteômica de epimastigotas de T. cruzi, através da técnica 

PalmPISC.  

 
7.2. Objetivo 
Analisar a proteômica de proteínas palmitoiladas em epimastigotas de T. cruzi. 
 
7.3. Objetivos específicos 
 
1. Padronizar e realizar o enriquecimento de proteínas palmitoiladas pela metodologia 
“Acyl-biotinyl Exchange”, com a melhoria da técnica (PalmPISC); 
 
2. Identificar as proteínas palmitoiladas enriquecidas por espectrometria de massas (LC-
MS/MS); 
 
3. Analisar por bioinformática o perfil das famílias das proteínas identificadas em 
epimastigotas de T. cruzi, com validação dos dados.  
 
 

7.4. Material e Métodos 

7.4.1. Preparo de amostras para PalmPISC 

Este protocolo de PalmPISC para análise de palmitoil proteômica foi gentilmente 

cedido pelo Dr. Wei Yang (Yang et al., 2010), o qual desenvolveu a abordagem 

PalmPISC e está em colaboração com o laboratório do Dr. David Engman. 

Reagentes  

- Solução neutra quebradora de pontes TCEP a 0.5 M (Pierce) 

- N-etilmaleimida (Pierce) 

- Hidroxilamina a 50% (Sigma)  

- Biotina-HPDP (Pierce)  

- Esferas (beads) de estreptavidina-agarose de alta capacidade (Pierce)  

- Dimetilformamida (Sigma)  

Tampões utilizados 

- Tampão M: 50 mM HEPES, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, pH 7,4 

- Tampão 4SB: 50 mM Tris-HCl, 4% SDS, 5 mM EDTA, pH 7,4 

- Tampão 2SB: 50 mM Tris-HCl, 2% SDS, 5 mM EDTA, pH 7,4 

- Tampão de diluição: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,2% Triton X-100, 5 mM EDTA 

- Tampão de equilíbrio: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,2% Triton X-100, 0,1% SDS, 

5 mM EDTA  

- Tampão de lise: Tris-HCl 80 mM, SDS 4%, pH7.4 



 
 

110 
 

- Hidroxilamida neutra 4 M: Diluir a hidroxilamina com ddH2O, usar 36,5% HCl para 

ajustar o pH para 7,4; adicionar volume apropriado de ddH2O para uma concentração 

final de 4 M. Este tampão pode ser estocado a 4°C por muitos meses.  

Outras soluções necessárias a serem preparadas frescas  

-3,33 M N-etilmaleimida: Misturar etanol e N-etilmaleimida na proporção de 1,65 µL 

etanol por mg de N-etilmaleimida.  

- 4 mM Biotina-HPDP em dimetilformamida: 2,2 mg de biotina-HPDP por ml de 

dimetilformamida.  

- Tampão Biotina-HPDP/HA+ (mL): 333 µL 4 M biotina-HPDP + 333 µL 4 M de 

hidroxilamina + 26,7 µL 10% Triton X-100 + 306,3 µL ddH2O  

- Tampão Biotina-HPDP/HA- (mL): 333 µL 4 M biotina-HPDP + 333 µL 0.1 M Tris-HCl 

pH 7,4 + 26,7 µL 10% Triton X-100 + 306,3 µL ddH2O  

 

Enriquecimento de proteínas para SDS-PAGE e Western blot 

As formas epimastigotas foram lisadas com tampão de lise (5x o volume da 

amostra) suavemente homogeneizadas em vortex, sem fervura. Os lisados foram 

estocados a -80°C até o uso. 

A amostras em um tubo foram misturadas e a concentração de proteína 

determinada por Bradford. Adicionar volume apropriado do tampão 4SB para ajustar a 

concentração de proteína para 5,0 mg/mL.  

As proteínas foram precipitadas por metanol/clorofórmio. Para cada replicata, 

começar com 1,0 mg de proteina e precipitar com metanol/clorofórmio de acordo com o 

seguinte: para cada 200 µL de solução de proteína, foram adicionados 600 µL de metanol, 

vortexado por 5 segundos, adicionado 150 µL de clorofórmio, vortexado por 5 segundos, 

adicionado 400 µL de ddH2O, vortexado por 5 segundos. As amostras foram 

centrifugadas a 16.000×g por 10 min a temperatura ambiente (TA). As soluções de cima 

e de baixo foram removidas, sem perturbar a fase branca média (proteínas). As amostras 

foram centrifugadas novamente a 16.000×g por 15 segundos em TA e o sobrenadante 

residual removido. 

Para a redução de proteína por TCEP, o pellet de proteínas foi redissolvido com 

100 µL/tubo do tampão 4SB por incubação repetitiva a 37°C por 10 min e vortexando 

(como descrito acima). Depois da solubilização completa do pellet, foram adicionados 

292 µl do tampão de diluição e as amostras hoogeneizadas em vortex por 5 segundos. Em 

seguida, foram adicionados 8 ml do tampão neutro quebrador de pontes TCEP a 0,5M 
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(concentração final 10 mM), as amostras foram vortexadas por 5 segundos e incubadas 

em TA por 30 min sob agitação orbital.  

Para a alquilação de resíduos de cisteína não palmitoilados, foram adicionados 6 

ml de N- etilmaleimida 3,33 M em etanol para cada amostra, seguido da incubação por 

2,5 h em agitação orbital em TA.  

As amostras foram divididas em dois tubos, identificadas como HA(+) e outro 

como HA(-). Foram realizadas 4-5 precipitações em methanol\clorofórmio sequenciais 

para remover o excesso de N-etilmaleimida, conforme descrito acima.  

O pellet foi redissolvido com tampão 4SB (como descrito acima) usando 50 

µL/tubo. Para os tubos HA(+), foram adicionados 150 ml de tampão biotina-HPDP/HA+; 

para os tubos HA(-) adicionar 150 ml de tampão biotina-HPDP/HA-. Foram realizardas 

precipitações em methanol\clorofórmio sequenciais para remover o excesso de biotina-

HPDP. 

  Os pellets foram redissolvidos com o tampão 2SB 70 µL/tubo (mesmo 

procedimento descrito acima). Foi adicionado o tampão de diluição 1,330 µL para cada 

tubo, vortexado por 5 segundos e incubado em TA por 30 min em agitação orbital. As 

amostras foram centrifugadas a 16.000×g por 5 min em TA. O sobrenadante foi 

reservado.  

As esferas de estreptavidina agarose de alta capacidade foram equilibradas. O 

frasco contendo as esferas por 5 vezes foi invertido gentilmente e 100 µL do conteúdo foi 

transferido para cada tubo Eppendorf. Um mL do tampão de equilíbrio foi adicionado 

para cada tubo, sendo eles invertidos por 5 vezes, centrifugados a 200×g por 1 min e 

descartados os sobrenadantes. O passo de lavagem foi repetido por duas vezes adicionais.  

O sobrenadante de proteínas reservado anteriormente foi transferido para os tubos 

contendo as esferas de alta capacidade de estreptavidina-agarose equilibradas, incubados 

em TA por 1 h em agitação orbital, centrifugados a 200×g por 1 min e descartado o 

sobrenadante. As esferas com tampão de equilíbrio 1 mL/tubo foram lavadas por um total 

de seis vezes. Para lavagem, foi repetido o descrito para equilibrar as eferas de 

estreptavidina agarose.  

Para a eluição das proteínas enriquecidas, foi adicionado 200 µL TCEP a 20 mM 

em tampão de equilíbrio para cada tubo e os mesmos incubados em TA por 30 min em 

agitação orbital, centrifugados a 200×g por 1 min e transferidos sobrenadante (o mais 

completo possível) para limpar os tubos Eppendorf. Logo depois, as amostras foram 

centrifugadas a 200×g por 2 min e o sobrenadante transferido, encostando nas esferas, 
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para limpar os tubos Eppendorf.  Foram adicionados 600 µL metanol para cada tubo, 

vortexados por 5 segundos, adicinado 150 ml de clorofórmio, vortexados por 5 segundos, 

adicionar 400 µL de ddH2O, vortexados por 5 segundos e centrifugados a 16.000×g por 

10 min em TA. A fase alta foi descartada sem tocar a fase média. Foiram adicionados 800 

ml de metanol para cada tubo, vortexados por 5 seg e centrifugados a 16.000×g por 10 

min em TA. O sobrenadante foi descartado e seco com ar por 10 min em TA. Foram 

adicionados 10 µL de tampão de corrida redutor 1× para cada tubo e vortexados por 10 

segundos. Agora as amostras estão prontas para SDS-PAGE e western blot, ou, em larga 

escala, para LC-MS\MS. 

 

7.4.2. Análise in silico das proteínas identificadas no palmitoil proteoma de formas 

epimastigotas de T. cruzi 

 Após análise estatística por ANOVA com ajuste de Bonferroni baseada na 

intensidade LQF (do inglês Label-free Quantification), as proteínas identificadas foram 

separadas em três grupos: 1) alta confiança (p<0.01), média confiança (p<0.05) e baixa 

confiança (p>0.05). Em seguida, apenas as proteínas do grupo de alta confiança foram 

selecionadas para uma analise in silico mais detalhada tais como a checagem da presença 

destas proteínas em outras proteômicas já publicadas em T. cruzi, a presença do motivo 

MG na sequencia aminoacídica, que indica a N-miristoilação de proteínas e, com auxílio 

do bando de dados de tripanossomatídeos TritrypDB e protein BLAST, foi realizada a 

análise de Gene Ontology (GO terms) e busca de homólogos e domínios para predição da 

função. Importante ressaltar que as proteínas hipotéticas sem domínios conservados e 

homologia com proteínas conhecidas foram anotadas como de função desconhecida. 

 

7.5. Resultados e Discussão 

7.5.1. Palmitoil proteoma de epimastigotas de T. cruzi, cepa Y 

Depois do protocolo PalmPISC para espectrometria de massas e análise dos dados 

por bioinformática, um total de 3097 proteínas foram identificadas em formas 

epimastigotas: 466 (15%) com alta confiança (p<0,01), 130 (4%) com confiança média 

(p<0,05) e 2501 com baixa confiança (p>0,05), depois de análise estatísca por ANOVA 

com ajuste de Bonferroni (Figura 7.2). No grupo de alta confiança, 29 proteínas (6%) 

continham o motivo de miristoilação MG (Figura 7.2). A miristoilação é outra 

modificação lipídica de proteínas, onde um ácido graxo saturado de 14 carbonos é 

adicionado a uma glicina N-terminal, sendo catalisada por uma única N-miristoil 
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transferase (Heng et al., 2013). Proteínas podem ser miristoiladas e palmitoiladas, sendo 

assim determinada sua localização e função (Godsel e Engman, 1999). Não foi possível 

identificar os sítios de palmitoilação. Mais amostras serão corridas para este fim. 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.2. Proteínas identificadas  na palmitoil proteômica de formas epimastigotas 
de Trypanosoma cruzi por PalmPISC. Das 3097 proteínas identificadas, 466 (15%) 
eram de alta confiança (p<0,01), 130 (4%) de confiança média (p<0,05) e 2501 de baixa 
confiança (p>0,05). No grupo de alta confiança, 29 proteínas (6%) continham o motivo 
de miristoilação MG. 
  

Após análises adicionais in silico do grupo de alta confiança, a determinação da 

função protéica foi baseada nos domínios e na conservação (homologia) com proteínas 

de função conhecida. Um total de 152 (35%) destas proteínas possui função desconhecida 

(proteínas hipotéticas), seguido de proteínas de metabolismo (59 proteínas, 13%), de 

sinalização celular e de tráfego de vesículas (Figura 7.3). Como mais de 50% do genoma 

de T. cruzi codifica para proteínas hipotéticas (El Sayed et al., 2005), é de se esperar que 

proteínas hipotéticas representem uma boa porcentagem de qualquer proteoma, os outros 

grupos, tais como metabolismo e tráfego, são esperados numa palmitoil proteômica. 

 
 
 
 

 

2501 (81%) 

130 (4%) 

  (29 (6%) 
motivo MG) 
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Figura 7.3. Predição in silico de função das proteínas identificadas por PalmPISC 
com alta confiança. A função foi predita com base em conservação e domínios. 
 

A perspectiva futura é realizar a validação dos dados, o que envolve a seleção de 

10-20 proteínas identificadas no grupo de alta confiança para estudos confirmatórios, os 

quais envolvem a geração de OGMs contendo proteínas com etiquetas para realizar (a) 

PalmPISC (SDS-PAGE, western blot), (b) imunofluorescência após tratamento com 2-

BP para verificar alteração de localização, (c) mutação nos resíduos de cisteína e (d) 

nocaute por CRISPR-Cas9 ou recombinação gênica. 

 

7.5.2. Palmitoil proteoma de amastigotas intracelulares 

Células H9C2 foram infectadas com a cepa Y de T. cruzi e um total 1,2x109 

amastigotas intracelulares foram isolados por cavitação (Batista et al., 2015), com uma 

pureza de 98%, sendo a contaminação com 2% de células hospedeiras intactas ou formas 

tripomastigotas (Fig 7.4). O próximo passo será realizar o protocolo de PalmPISC com 

estas amastigotas e a análise dos dados, além da validação. Os pellets estão mantidos em 

freezer -80oC. 

162 
(35%) 

59 (13%) 
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Figura 7.4. População de amastigotas intracelulares isolados pos cavitação que serão 
utilizados para PalmPISC. C=cinetoplasto; N= Núcleo. Barra= 5 µm. 
 

7.5.3. Palmitoil proteoma de tripomastigotas de cultura 

Também temos 5,6 x 109 tripomastigotas de cultura com 80% de pureza, com 20% 

de amastigotas extracelulares (Figura 7. 5)   Próximo passo será realizar PalmPISC e 

análise e validação dos dados. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.5. População de tripomastigotas de cultura que serão utilizados para 
PalmPISC. C=cinetoplasto; N= núcleo. Barra= 5 µm. 
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7.6. Conclusão Capítulo 4 

- Após realizar PalmPISC de formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram 

identificadas 3097 proteínas: 15% foram de alta confiança, 4% tiveram média confiança 

e 2501 tiveram baixa confiança. 

- No grupo com alta confiança, 29 proteínas (6%) continham o motivo de miristoilação 

MG. 

- 152 (35%) proteínas identificadas continham função desconhecida, 59 (13%) eram de 

metabolismo, além de proteínas de sinalização celular e de tráfego. 
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VIII. Discussão Geral  
 

Esta tese teve por objetivo realizar uma análise global da S-palmitoilação em T. 

cruzi, tanto em relação às proteínas que são palmitoiladas, quanto em relação às enzimas 

DHHC palmitoil transferases (que podem realizar este processo) e palmitoil tioesterases 

(que desfazem o processo). 

 Apesar da S-palmitoilação ser uma modificação importante em vários organismos 

modelos, nenhum estudo global foi realizado até o momento em T. cruzi. Uma das 

abordagens de estudos globais em S-palmitoilação concerne a identificação das enzimas 

envolvidas no processo, revelando suas localizações subcelulares. Identificamos 15 

TcPATs e 2 PPTs no parasito, e após etapas de clonagem, transfecção e seleção de 

organismos geneticamente modificados (OGMs), suas localizações foram estudadas por 

microscopia de fluorescência. A localização das PATs concentrada na região anterior era 

esperada, por ser esta uma região onde ocorrem eventos importante de tráfego de 

proteínas, transporte de vesículas, bem como endocitose e exocitose, processos nos quais 

S-palmitoilação está envolvida em outros organismos. Já a localização das PPTs dispersa 

pelo citoplasma também era esperada, pelo fato de proteínas palmitoiladas serem 

destinadas a várias localidades dentro ou fora da célula. Este é um estudo inicial destas 

enzimas. O próximo passo será realizar estudos funcionais, tais como nocaute gênico e/ou 

mutações direcionadas no sítio ativo das enzimas, revelando sua relevância para a 

biologia do parasito.  

 Nesta tese também foi desenvolvida uma metodologia para isolamento de 

amastigotas intracelulares, para posteriores estudos biológicos, tais como endocitose, 

incubação com inibidor de palmitoilação e palmitoil proteômica. Foi possível obter uma 

população viável e purificada de amastigotas isolados por esta técnica, com marcação 

positiva de Ssp4, uma proteína específica da superfície destas formas. Após realizar 

ensaios de endocitose, foi comprovada a atividade endocítica, com co-localização de 

transferrina e/ou albumina com cruzipaína nos reservossomos destas formas.  

 Uma outra abordagem utilizada em estudos globais de S-palmitoilação é o 

tratamento com o inibidor de S-palmitoilação 2-bromopalmitato (2-BP) e análise dos 

efeitos nas células. Sabe-se que 2-BP é citotóxico, portanto ele é usado apenas para 

estudar a S-palmitoilação. Como este reagente nunca foi usado em T. cruzi, focamos em 

analisar seu efeito em diferentes formas do ciclo de vida, na morfologia, endocitose, 

diferenciação e infectividade. 2-BP demonstrou efeito em todas as formas analisadas. 
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Interessantemente, o CI50 em tripomastigotas metacíclicos foi em escala nanomolar, 

indicando que a S-palmitoilação possui alguma função importante nessas formas. Por 

microscopia eletrônica de transmissão observamos alterações na ultraestrutura do 

complexo de Golgi. Uma hipótese é que inibição da S-palmitoilação estaria afetando a 

ultraestrutura do Golgi por acúmulo de proteínas não palmitoiladas. Formas 

epimastigotas foram incubadas com 2-BP na concentração estimada pelo CI50 de 2-BP 

por 4 horas. Após avaliação por citometria, foi possível verificar que a endocitose de 

albumina e transferrina foi inibida em 90% das células, indicando que a S-palmitoilação 

possui um papel importante na endocitose neste parasito. Como a endocitose está 

relacionada ao processo de diferenciação de formas epimastigotas para tripomastigotas 

metacíclicas (metaciclogênese), testamos o efeito de 2-BP durante a diferenciação. A 

diferenciação foi alterada em até 90%, indicando que a S-palmitoilação possui um papel 

importante neste processo. Os tripomastigotas metacíclicos oriundos destes tratamentos 

também foram menos infectivos (em até 75%). Tripomastigotas de cultura tratados com 

o CI50 específica destas formas foram até 45,5% menos infectivos. Portanto, S-

palmitoilação pode estar relacionada com a infectividade de T. cruzi. Como 2-BP é 

citotóxico, o próximo passo pode ser a busca de inibidores de S-palmitoilação mais 

específicos para T. cruzi, como possíveis candidatos à abordagem terapêutica. Além 

disso, nossos dados podem ser usados para comparação com dados proteômicos, 

ajudando a desvendar o papel da S-palmitoilação na biologia do T. cruzi. 

Por fim, um estudo global importante sobre S-palmitoilação é a palmitoil 

proteômica, onde proteínas com esta modificação são identificadas. Com esta abordagem 

é possível caracterizar as diversas funções da S-palmitoilação na célula. Análise in silico 

demonstrou que 466 proteínas com diversas funções (desconhecidas, metabolismo, 

tráfego, entre outras) tem grande potencial de serem palmitoiladas em formas 

epimastigotas de T. cruzi. Assim, o próximo passo é a validação dos dados do palmitoil 

proteoma de epimastigotas de T. cruzi. Além disso, temos pellets congelados de 

amastigotas intracelulares isolados por cavitação e tripomastigotas de cultura, que 

aguardam o seu processamento para realizar PalmPISC e identificação das proteínas e 

dos sítios, além da validação.  
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IX. Conclusão final 

 Consideramos que a relevância desta tese foi iniciar estudos gerais sobre a S-

palmitoilação de proteínas em T. cruzi. Os dados gerados nesta tese podem servir de base 

para estudos posteriores que visem compreender a função da S-palmitoilação na biologia 

do parasito, tendo em vista que: (a) este protozoário possui a maquinaria enzimática 

necessária para a realização desta modificação pós-traducional; (b) a inibição por 2-BP 

alterou diversos eventos biológicos importantes para a sobrevivência do parasito 

(endocitose, diferenciação e infectividade), e (c) diversas proteínas de interesse podem 

estar palmitoiladas e envolvidas em importantes vias metabólicas, tais como endocitose, 

sinalização celular e movimento flagelar, uma vez que alguns destes alvos foram 

identificados por palmitoil proteômica. 


