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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTUDOS IN SILICO DE PROTEÍNAS SECRETADAS POR LEPTOSPIRA SPP. PATOGÊNICAS:  

UMA NOVA ABORDAGEM PARA IDENTIFICAÇÃO DE ALVOS VACINAIS E DIAGNÓSTICOS. 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Fernanda de Moraes Maia 

A leptospirose é a zoonose mais disseminada no mundo, causando, anualmente, 
mais de 1 milhão de casos e levando a morte de cerca de 60 mil pessoas. A doença 
é causada por bactérias patogênicas do gênero Leptospira, transmitidas pelo contato 
direto com animais reservatórios ou indireto com água ou solo contaminados pela 
urina de animais infectados. No Brasil, a leptospirose é endêmica e acomete mais de 
3.700 pessoas por ano das quais cerca de 75% evoluem para hospitalizações e 
resultam em uma letalidade de 9%. Além disso, a leptospirose representa um risco 
econômico ao país, uma vez que afeta animais de criação, com distúrbios 
reprodutivos e até a morte. Apesar disso a ausência de vacinas protetoras e as 
atuais ferramentas para monitoramento animal e diagnóstico, contribuem para a 
elevada taxa de hospitalizações e agravamento dos casos. Nesse contexto, 
proteases secretadas representam uma interessante alternativa para formulações 
vacinais e reativos diagnóstico, sendo importantes para a evasão do sistema imune. 
Porém o vasto repertório de proteínas de leptospiras dificulta sua exploração por 
métodos tradicionais. Assim, a imunoinformática surge como uma estratégia 
promissora para avaliação de dados genômicos e subsequente seleção de 
antígenos candidatos vacinais e de novos reativos diagnósticos. O objetivo do 
trabalho foi identificar epítopos alvos de anticorpos, conservados entre espécies 
patogênicas de Leptospira. Foram selecionadas 24 proteínas descritas em estudos 
de secretômica e no sobrenadante de leptospiras patogênicas que foram avaliadas 
por bioinformática quanto a sua localização subcelular, associação à virulência e 
antigenicidade. 6 proteínas foram consideradas secretadas, antigênicas e 
associadas a virulência e seguiram para a etapa de predição de epítopos lineares de 
células B e uma nova análise de antigenicidade, resultando em 10 epítopos preditos, 
em 4 proteínas, que foram sintetizados e validados experimentalmente por ELISA 
contra um painel de amostras de soro de 51 pacientes infectados por leptospiras 
patogênicas e 36 amostras não infectadas. Interessantemente, 75% das amostras 
dos pacientes infectados por leptospiras, utilizadas no estudo, reagiram para pelo 
menos 1 epítopo predito. A frequência geral (IgG ou IgM) de respondedores para os 
peptídeos, variou de 14% a 35%.   Dessa forma, esses epítopos foram confirmados 
como imunogênicos em indivíduos com leptospirose, podendo ser utilizados em 
estudos de novas formulações vacinais e para o desenvolvimento de novos reativos 
diagnósticos. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

IN SILICO STUDIES OF PROTEINS SECRETED BY LEPTOSPIRA SPP. PATHOGENIC: A NEW 

APPROACH TO IDENTIFYING VACCINATION AND DIAGNOSIS TARGETS. 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Fernanda de Moraes Maia 

Leptospirosis is the most widespread zoonosis in the world, annually causing more 
than 1 million cases and leading to the death of about 60,000 people. The disease is 
caused by pathogenic bacteria of the genus Leptospira, transmitted by direct contact 
with reservoir animals or indirectly with water or soil contaminated by the urine of 
infected animals. In Brazil, leptospirosis is endemic and affects more than 3,700 
people a year, of which about 75% progress to hospitalization and result in a lethality 
of 9%. In addition, leptospirosis represents an economic risk to the country, as it 
affects farm animals, with reproductive disorders and even death. Despite this, the 
absence of protective vaccines and the current tools for animal monitoring and 
diagnosis contribute to the high rate of hospitalizations and aggravation of cases. In 
this context, secreted proteases represent an interesting alternative for vaccine 
formulations and diagnostic tools, being important for evasion of the immune system. 
However, the vast repertoire of leptospires proteins makes it difficult to explore them 
by traditional methods. Thus, immunoinformatics emerges as a promising strategy for 
the evaluation of genomic data and subsequent selection of vaccine candidate 
antigens and new diagnostic tools. The objective of this work was to identify antibody 
target epitopes, conserved among pathogenic Leptospira species. Were selected 24 
proteins described in secretomic studies and in the supernatant of pathogenic 
leptospires were evaluated by bioinformatics for their subcellular location, association 
with virulence and antigenicity. 6 proteins were considered to be secreted, antigenic 
and associated with virulence and proceeded to the next stage of to linear B cell 
epitope prediction and a new antigenicity analysis, resulting in 10 predicted epitopes, 
in 4 proteins, which were synthesized and experimentally validated by ELISA against 
a panel of serum samples from 51patients infected with pathogenic leptospires and 
36 uninfected samples. Interestingly, 75% of samples from leptospire-infected 
patients used in the study reacted to at least 1 predicted epitope. The overall 
frequency (IgG or IgM) of responders to the peptides ranged from 14% to 35%. Thus, 
these epitopes were confirmed as immunogenic in individuals with leptospirosis and 
can be used in studies of new vaccine formulations and for the development of new 
diagnostic tools. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Histórico 

No ano de 1881, em Praga, uma doença denominada "icterus catarrhalis" foi 

descrita pelo Dr. Adolf Weil, doença que no futuro seria conhecida como doença de 

Weil. No período de 1882 a 1886, Dr. Weil, fez a primeira descrição de uma doença 

observada em duas ocasiões, envolvendo quatro pacientes, em 1870. Os sinais 

clínicos apresentados por esses pacientes eram semelhantes e particulares. 

Sintomas que se caracterizavam por icterícia severa, febre e hemorragia com 

envolvimento renal (Weil, 1886). 

Alguns anos depois, em 1907, Stimson, observou pela primeira vez 

leptospiras em uma secção de tecido renal de um de seus pacientes, cuja causa da 

morte foi descrita como sendo por febre amarela, através do método de Levatidi, 

técnica utilizada para observar espiroquetas em secções de tecidos. As espiroquetas 

estavam confinadas às células e lúmen dos túbulos renais. A partir de suas 

observações, Stimson relatou que a bactéria apresentava uma forma de ponto de 

interrogação em suas preparações, sendo assim, a nova bactéria encontrada, foi 

primeiramente nomeada como Spirochaeta interrogans (Stimson, 1907). 

Logo depois em 1914 a observação e descrição de leptopiras saprófitas em 

água fresca foi realizada por Wolbach e Binger, que chamaram o novo achado de 

Spirochaeta biflexa (Wolbach e Binger, 1914). 

Em 1915, a sindrome de Weil, foi alvo de estudo no Japão por Dr. Inada e 

colegas, após intensas pesquisas e observações, o grupo identificou a causa 

patogênica da doença, denominada Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Após essa 

descoberta, Dr. Inada injetou intraperitonealmente o sangue de pacientes com a 

doença de Weil em cobaias, o que permitiu a reprodução dessa infecção (Inada et 

al., 1916). 

No ano de 1923 a leptospirose foi descrita no Brasil, onde Noguchi et al, 

isolaram a leptospira em um paciente com suspeita de febre amarela no Nordeste 

(Noguchi et al., 1924). Anos depois, em 1947, o Dr. Helio Gustavo Guida, no Instituto 

Biológico de São Paulo investigando as leptospiroses animais, possibilitou o 

levantamento de diferentes espécies como possíveis fontes de infecção, reavaliando 
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sua importância na patologia humana. Só em 1985 a leptospirose humana é 

considerada uma doença de notificação compulsória no Brasil (BRASIL, 2014). 

1.2 Agente etiológico 

1.2.1 Características Gerais 

A leptospirose é causada por bactérias patogênicas do gênero Leptospira, 

gram-negativas, aeróbicas estritas, catalase positivas; oxidases negativas; 

quimiorganotróficas, com formato espiralado e alongado, que apresentam 

aproximadamente 0,1µm de largura e 6 a 20µm de comprimento (Figura 1), por isso 

é necessário à microscopia de campo escuro ou contraste de fase para visualizá-las, 

por meio da impregnação com metais (coloração de prata) ou após espessamento 

artificial por imunoperoxidase ou imunofluorescência (Cerqueira e Picardeau, 2009; 

Faine et al., 1999; Ko et al., 2009).  

As leptospiras compartilham características de bactérias tanto gram-negativas 

quanto de gram-positivas, pois possuem membrana dupla e lipolissacarídeo (LPS) 

como as gram-negativas e têm associação íntima da membrana citoplasmática com 

a parede celular da mureína como a arquitetura do envelope das gram-positivas 

(Faine et al., 1999; Levett e Haake, 2010). O LPS das leptospiras apesar da 

composição química semelhante ao de outras bactérias gram-negativas, apresenta 

menor atividade endotóxica quando comparada a outras bactérias como bactérias 

do gênero Salmonella (Dellagostin et al., 2017; Faine et al., 1999; Levett e Haake, 

2010; Vincent et al., 2019). Esta molécula, sendo imunogênica e abundante na 

membrana externa de leptospiras, é considerada seu principal antígeno 

imunodominante, contudo induz resposta imune T-independente (Faine et al., 1999; 

McBride et al., 2005). 

Possuem dois flagelos, um em cada extremidade, e se encontram imersos no 

espaço periplasmático, a rotação desses flagelos induz alterações morfológicas 

como o formato característico de gancho dessas bactérias, que permitem mobilidade 

em ambientes aquosos ou com consistência gelatinosa (Wolgemuth et al., 2006). 

São capazes de utilizar os ácidos graxos de cadeia longa como a única fonte de 

carbono e energia e não necessitam de aminoácidos para o crescimento. Além 

disso, tem crescimento lento, com temperatura ótima de crescimento de 30º C e são 
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capazes de sobreviver no solo e na água por longos períodos, mas não suportam a 

seca ou hipertonicidade (Faine et al., 1999; Henry e Johnson, 1978; Ko et al., 2009;  

Levett e Haake, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2 Taxonomia 

O gênero Leptospira é um dos gêneros da família Leptospiraceae da ordem 

Spirochaetales. A comparação das sequências de RNA ribossomais aliada aos 

estudos fenotípicos, confirmou que o gênero Leptospira constitui um grupo distinto 

dentro da ordem Spirochaetales. A família Leptospiraceae foi descrita pela primeira 

vez em 1979 incluindo os gêneros Leptospira e Leptonema (Hovind-Hougen, 1979). 

Atualmente a família inclui três gêneros: Leptospira, Leptonema e Turnerella (Levett, 

2015). O gênero Leptospira foi inicialmente subdividida em dois grupos: Leptospira 

interrogans sensu lato que agrupou cepas patogênicas e Leptospira biflexa sensu 

lato que agrupou cepas saprófitas. Eles também foram diferenciados em 

características fenotípicas, como a capacidade de L. biflexa crescer a 13 °C na 

Figura 1: Microscopia eletrônica de varredura de L. interrogans aderidos a uma 
membrana de filtração de 0,2µm.  
 

(Levett 2015) 
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presença de 8-azaguanina (225 μg/ml), em contraste com cepas patogênicas 

(Johnson e Rogers, 1964). 

As leptospiras podem ser classificadas tanto por métodos fenotípicos 

(convencionais) quanto por genotípicos (Ahmed et al., 2011). O sistema 

convencional é baseado em critérios sorológicos nos quais as cepas de leptospiras 

são diferenciadas em sorovares. O sorovar é a unidade taxonômica básica utilizada 

para a classificação de leptospiras, que corresponde a um grupo de leptospiras com 

reatividade a anticorpos semelhante, com base nos carboidratos de membrana (do 

LPS). Já o sorogrupo é o conjunto de sorovares que possuem carboidratos em 

comum, portanto podem apresentar reatividade cruzada. Porém, a identificação 

desse gênero bacteriano é bastante dificultada quando se observa que sorovares 

pertencentes ao mesmo sorogrupo encontram-se distribuídos entre diferentes 

espécies (Adler e Moctezuma, 2010). 

De acordo com Faine et al. (1999), as espécies e sorovares de leptospiras 

patogênicas são adaptadas a um determinado hospedeiro ou a um número pequeno 

de hospedeiros. Contudo, é comum que leptospiras adaptadas aos seus 

hospedeiros definitivos também sejam capazes de infectar outros hospedeiros 

(Faine et al., 1999). 

No entanto, o gênero agora também é dividido por diferenciação molecular 

entre os diversos sorovares, baseado na classificação das espécies por homologia 

de DNA e, dentro de cada espécie, os sorovares são reconhecidos e agrupados com 

base, em suas reatividades cruzadas em reações sorológicas. Os sorovares com 

antígenos em comum pertencem ao mesmo sorogrupo (Adler e Moctezuma, 2010; 

Cerqueira e Picardeau, 2009;  Levett eHaake, 2010; Palaniappan et al., 2006). 

Atualmente o gênero Leptospira é dividido em 66 espécies, das quais 17 são 

agrupadas no subclado de espécies patogênicas (P1) e mais 2 espécies 

classificadas como provavelmente do subclado P1, 21 espécies de patogenicidade 

intermediária (P2) e 26 espécies nos subclados saprófitas (S1 e S2), conforme 

ilustrado na Figura 2. Paralelamente, em função de sua complexidade antigênica, as 

leptospiras são classificadas em 300 sorovares, agrupados por conveniência em 24 

sorogrupos antigenicamente relacionados (Caimia e Ruybalb, 2020). 
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1.3 Transmissão da leptospirose 

A transmissão das leptospiras acontecem pelo contato direto com animais 

reservatórios ou indireto com água ou solo contaminados pela urina de animais 

infectados, através da penetração das bactérias pela mucosa intacta ou pele lesada 

(Adler e Moctezuma, 2010; Levett e Haake, 2010; Reis et al., 2008). Embora 

virtualmente todos os mamíferos e muitos répteis possam atuar como reservatório 

da doença, roedores, morcegos, porcos, gado, cães e cavalos são as fontes de 

infecção mais comuns para o homem, que é hospedeiro acidental e terminal dentro 

da cadeia de transmissão, uma vez que a transmissão de pessoa para pessoa é rara 

(Budihal e Perwez, 2014; Costa et al., 2015; Picardeau, 2013). 

Figura 2: Árvore filogenética baseada nas sequências de 1371 genes inferidos 
como ortólogos.  

 

 

(Vincent et al. 2019) 
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1.4 Aspectos clínicos da leptospirose em animais 

A maioria dos mamíferos podem atuar como reservatório e dispersar a 

doença sem muitas complicações clínicas, porém, em animais de criação, como 

gado, a infecção pode induzir abortos, infertilidade, natimortos, redução na produção 

de leite e até a morte (Budihal e Perwez, 2014; Picardeau, 2013).  

1.5 Aspectos clínicos da leptospirose em seres humanos  

O período de incubação da doença varia de 1 a 30 dias, sendo mais 

frequente entre 5 e 14 dias (BRASIL, 2014). Em humanos as manifestações clínicas 

são variáveis e a gravidade depende de fatores como o sorotipo de Leptospira 

infectante, idade, condições de saúde e sistema imunológico do portador (Adler e 

Moctezuma, 2010). 

 Na maioria dos casos o quadro é assintomático ou brando, com sintomas 

diversos e inespecíficos, tais como febre leve, calafrios, quadros semelhantes à 

gripe, dor de cabeça, dores musculares, vômitos e diarreia, que dificultam o 

diagnóstico clínico da doença (BRASIL, 2014). É importante notar a existência de 

alguns sinais e sintomas que podem ajudar a diferenciar a fase precoce da 

leptospirose de outras causas de doenças febris agudas. Sufusão conjuntival é um 

achado característico da leptospirose e é observado em cerca de 30% dos pacientes 

(BRASIL, 2014). Esse sinal aparece no final da fase precoce da doença e é 

caracterizado por hiperemia e edema da conjuntiva ao longo das fissuras palpebrais. 

Geralmente, a leptospirose é associada à intensa mialgia, principalmente nas 

panturrilhas (BRASIL, 2014). Entretanto, nenhum desses sinais clínicos da fase 

precoce da doença é suficientemente sensível ou específico na diferenciação da 

leptospirose de outras causas de febre aguda. Por essas razões, é importante obter 

dos casos suspeitos uma história sobre exposição epidemiológica de risco que 

possa auxiliar o diagnóstico clínico da leptospirose. Uma história de exposição direta 

ou indireta a coleções hídricas (incluídas água e lama de enchentes), urina de 

animais infectados ou outros materiais passíveis de contaminação, além de 

pacientes provindos de área de risco da doença, podem alertar o clínico para a 

suspeita de leptospirose (BRASIL, 2014).  

No quadro grave da doença, representado pela leptospirose ictérica, o curso 

clínico é rapidamente progressivo. As complicações graves da leptospirose 
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apresentam caráter multisistêmico, e estão associadas com a localização de 

leptospiras dentro dos tecidos durante a fase imune, que ocorre geralmente durante 

a 2° semana da doença (BRASIL, 2014). Cerca de 15% dos indivíduos acometidos 

evoluem para a forma grave da doença, que pode ter a presença de um conjunto de 

sintomas conhecidos como síndrome de Weil (Haake e Levett, 2015) que se 

caracteriza por complicações de múltiplos órgãos, incluindo insuficiência renal e 

hepática aguda, colapso cardiovascular, icterícia, meningite, pneumonite e 

hemorragia pulmonar (Daher et al., 2011; Evangelista e Coburn, 2010; Faine, 1970; 

Vale et al., 2014), com letalidade de 10% a 50%, especialmente nos casos de 

síndrome de hemorragia pulmonar (BRASIL, 2014).  

Em humanos, a leptospirose grave é frequentemente causada pelos 

sorovares do sorogrupo Icterohaemorrhagiae, embora outros sorovares também 

estejam envolvidos. O sorovar específico envolvido na infecção depende largamente 

da localização geográfica e da ecologia local dos hospedeiros de manutenção 

(Levett, 2001). 

1.6 Leptospirose no mundo 

Estima-se que a leptospirose seja a zoonose mais disseminada no mundo, 

acometendo anualmente mais de 1 milhão de pessoas, e levando a morte cerca de 

60 mil pessoas por ano (Figura 3) (Costa et al., 2015).  

Encontrada em todos os continentes, exceto a Antártica, a leptospirose é 

considerada um grave problema para saúde pública e animal, especialmente em 

países em desenvolvimento, onde condições climáticas e ambientais somadas a 

falta de saneamento são favoráveis a sobrevivência e transmissão do patógeno 

(Hartskeerl et al., 2011), causando grande impacto econômico na indústria 

agropecuária, pois afeta animais de criação, induzindo abortos, infertilidade, 

natimortos, redução na produção de leite e morte (Bharti et al., 2003; Levett, 2001). 

Entretanto, a doença também representa um importante problema de saúde urbana 

em países desenvolvidos e industrializados, ocorrendo em áreas com condições 

inadequadas de saneamento durante períodos de chuva e inundações sazonais 

(Socolovschi et al., 2011), além de estar associada a desastres naturais, com 

grandes surtos após furacões, tufões e inundações em regiões tropicais (Koizumi et 

al., 2009). 
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Além disso, surtos de leptospirose foram relatados em alguns países após 

competições esportivas e atividades recreativas associadas ao contato com a água, 

incluindo trekking na selva, natação, triátlon, caiaque, vela e escalada. Casos como 

esses ocorreram em países como, Malásia (Sejvar et al., 2003), Estados Unidos 

(Morgan et al., 2002),  Filipinas (Teichmann et al., 2001), entre outros (Coursin et al., 

2000). Um estudo retrospectivo na França de 1995 a 2005 indicou que 42% dos 

pacientes com leptospirose nesse período, foram infectados após uma atividade de 

esporte aquático e 19% através do contato com águas paradas (Abgueguen et al., 

2008). 

Já foi relatado que sorovares Icterohaemorrhagiae e Copenhageni, que têm 

como seu hospedeiro portador o rato, são usualmente responsáveis por infecções 

na Europa, enquanto o sorovar Lai é o responsável predominante no sudeste da 

Ásia. A variabilidade das manifestações pode ser explicada em parte pela virulência 

intrínseca dos diferentes sorovares (Faine et al., 1999; Nascimento et al., 2004; 

Vinetz, 2001).  

 

 

A incidência anual da doença é representada por um exponencial de cor 

gradiente do branco (0-3), amarelo (7-10), laranja (20-25) até o vermelho 

(acima de 100), em casos por 100,000 habitantes. Círculos e triângulos cinza 

indicam os países de origem de publicações e literatura com estudos de 

qualidade garantida (Costa et al. 2015). 

 

Figura 3: Morbidade anual por leptospirose estimada por país ou território.     

https://docs.google.com/document/d/1bJsyDfkumYV98Iz0UM2QpUMPxhKVWB9R/edit#heading=h.1302m92
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1.7 Leptospirose no Brasil 

No Brasil, a leptospirose é uma doença endêmica, reportada em todos os 

meses do ano, e considerada epidêmica em períodos de chuva, principalmente em 

capitais e regiões metropolitanas, com maior incidência nas regiões Sul e Sudeste 

(BRASIL, 2014). Anualmente, são confirmados mais de 3.700 casos no país, dos 

quais cerca de 75% evoluem para hospitalizações e resultam em uma letalidade de 

8,7%, sendo homens em idade produtiva, de 20 a 49 anos, o grupo mais afetado 

(BRASIL, 2021). Embora este cenário já caracterize a leptospirose como um 

importante problema de saúde pública no Brasil, sua sintomatologia inespecífica 

aliada a falta de suspeitas clínicas quando o contato dos pacientes com enchentes 

e/ou roedores não é reportado, sugerem que o número de casos possa ser 

subestimado. Esta hipótese foi recentemente corroborada pelo trabalho de Davila e 

colaboradores, que demonstrou, entre janeiro e fevereiro de 2019, que cerca 32% 

dos pacientes peruanos com suspeita clínica de arbovirose, não confirmadas 

laboratorialmente, apresentavam resultados positivo para leptospirose através do 

teste de aglutinação microscópica (MAT) realizado pelo Instituto Nacional de Saúde 

(Davila et al., 2019). Considerando que no Brasil, desde o início de janeiro até junho 

deste ano, foram registrados 1.172.882 casos prováveis de dengue (BRASIL, 2022), 

e considerando a possibilidade de casos de leptospirose mesmo quando contato 

com roedores ou enchentes não é reportado, o diagnóstico diferencial entre as 

doenças, aliado ao início precoce do tratamento do paciente são essenciais para o 

bom prognóstico. 

Somado ao grave risco para saúde pública, o virtual impacto da doença sobre 

a produtividade animal e saúde dos profissionais vinculados à pecuária tornam a 

leptospirose um potencial problema social e econômico no país, especialmente se 

considerarmos o fato do Brasil possuir o maior rebanho comercial do mundo, ser o 

maior exportador de carne bovina, o segundo maior produtor de carne e o sexto 

maior produtor de leite do mundo (MAPA, 2016). Contudo, mesmo diante de toda 

importância epidemiológica, social e econômica que os casos de leptospirose 

representam, ainda não existem vacinas que gerem longa proteção em humanos, e 

as ferramentas para monitoramento animal e metodologias para diagnóstico estão 

longe do ideal. 
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1.8 Diagnóstico 

As metodologias aplicadas ao diagnóstico da leptospirose estão associadas 

ao estágio da doença, que é, didaticamente, dividida em duas fases evolutivas: a 

fase precoce (leptospirêmica) e a fase tardia (imune) (BRASIL, 2014; 2022). Durante 

a fase precoce da doença, a leptospirose não pode ser diferenciada clinicamente de 

outras doenças febris agudas (BRASIL, 2014), sendo a notificação de casos 

suspeitos geralmente associadas a história recente de exposição a situações de 

risco do paciente e sua confirmação por meio da detecção do DNA do 

microrganismo pela técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (BRASIL, 

2022). Paralelamente, as tentativas de cultura do organismo têm uma taxa de 

sucesso extremamente baixa, nesta fase, impossibilitando o uso deste método para 

o diagnóstico individual (BRASIL, 2014).  

Na fase tardia, em virtude das dificuldades inerentes à realização dos exames 

de cultura, os métodos sorológicos são prioritariamente escolhidos para o 

diagnóstico da leptospirose. Dentre estes, os mais utilizados são o ensaio 

imunoenzimático (ELISA-IgM) e o teste de microaglutinação (MAT), sendo este 

último a metodologia considerada padrão ouro, para o diagnóstico de infecção por 

Leptospira, recomendado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (BRASIL, 

2014). 

 

1.8.1 Diagnóstico Molecular 

1.8.1.1 PCR - Reação em Cadeia da Polimerase 

Um dos métodos de diagnóstico disponíveis para leptospirose é o uso de 

testes moleculares baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR), que visam 

identificar microrganismos em amostras clínicas através da presença do DNA. A 

PCR não dá nenhuma informação sobre sorovar infectante (BRASIL, 2014). 

A OMS recomenda a confirmação pelo MAT de todos os soros que derem 

resultados de PCR-positivo. A utilização da PCR é muito importante na ocorrência 

de óbitos precoces que impedem a coleta de uma segunda amostra, também para o 

diagnóstico precoce da doença para orientar o manejo clínico, condicionado à 

confirmação do caso por MAT no período imunogênico. É um método que deve ser 
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usado de forma complementar e não substitutiva na fase correta da doença 

(BRASIL, 2014).   

 

1.8.2 Testes Sorológicos 

1.8.2.1 ELISA IgM 

O ELISA-IgM foi desenvolvido usando uma grande variedade de preparações 

de antígenos, desde extrato de leptospiras, a proteínas recombinantes, como 

LipL32, LigA e OmpL1 (Adler e Moctezuma, 2010). Além disso, o ELISA é um teste 

de fácil execução e permite detectar anticorpos mais precocemente que o MAT 

(Adler et al., 1980). Apesar do ELISA IgM às vezes tornar-se positivo um pouco mais 

cedo do que o MAT, pode haver resultados tanto falsos positivos, como falsos 

negativos, não dando nenhuma indicação do sorotipo infectante, ou dados 

epidemiológicos potencialmente importantes, por isso não são tão confiáveis, e não 

se deve considerar isoladamente, os resultados do teste de ELISA (BRASIL, 2014). 

 

1.8.2.2 Teste de aglutinação microscópica 

O MAT baseia-se na identificação por microscopia de campo escuro da 

aglutinação do soro do paciente com antígenos de leptospira. Após a incubação, a 

mistura soro-antígeno é examinada microscopicamente para observação de 

aglutinação. Uma reação é considerada positiva quando menos de 50% das 

leptospiras estão livres, em comparação a um controle apenas com antígenos vivos. 

Considera-se caso confirmado pelo MAT, aquele que apresenta soroconversão, ou 

uma variação sorológica nos títulos de anticorpos de quatro vezes ou mais. Quando 

não houver disponibilidade de duas ou mais amostras, um título maior ou igual a 800 

no MAT confirma o diagnóstico (BRASIL, 2014). 

O provável sorogrupo infectante é o que apresenta maior título, se mais de 

um sorogrupo apresentar o maior título o resultado é considerado como reação 

mista e o provável sorogrupo infectante não é determinado. Outra vantagem deste 

teste é a capacidade de presumir o sorogrupo envolvido na infecção a partir do 

sorogrupo que sofreu máxima aglutinação com o soro testado. Vários estudos 

avaliaram a capacidade da técnica em predizer o sorovar, no entanto sem sucesso 

(Katz et al., 2003).  
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Uma das limitações do teste é a necessidade de ser realizada em laboratórios 

de referência com pessoal bem treinado e disponibilidade de um painel de 

leptospiras vivas que promovam uma cobertura adequada da diversidade antigênica 

de leptospiras existentes no local presumível de ocorrência da infecção. Por isso, é 

recomendável, que o painel de cepas utilizadas no teste inclua leptospiras de cada 

um dos 24 sorogrupos de leptospira, além de isolados do local onde o teste está 

sendo. A principal dificuldade no desempenho do MAT é a necessidade de amostras 

pareadas (uma amostra coletada na fase aguda e outra coletada >14 dias após a 

coleta da primeira) (WHO., 2003). 

 

1.9 Tratamento 

O tratamento da leptospirose depende da severidade da doença. Para a 

doença leve utiliza-se Doxiciclina oral, uma dose de 100 mg duas vezes ao dia por 7 

dias (McClain et al., 1984), enquanto para a doença grave o tratamento é com 

Penicilina G intravenosa, uma dose de 1,5 milhão de U a cada 6h por 7 dias (Watt et 

al., 1988). Além disso como terapia de suporte inclui, no caso insuficiência renal, a 

hemodiálise, e a ventilação mecânica no caso da ocorrência de manifestações de 

hemorragia pulmonar. Em casos de indivíduos que vão viajar para áreas onde a 

leptospirose é endêmica e para indivíduos com alto risco de exposição, como 

veterinários e atletas de esportes aquáticos realiza-se a profilaxia antibiótica com 

doxiciclina oral, uma dose de 200 mg por semana durante o tempo de exposição 

(Gonsalez et al., 1998; Takafuji et al., 1984). No entanto, deve considerar que a 

administração de doxiciclina não preveni a infecção; só diminui o desenvolvimento 

de manifestações clínicas graves (Sehgal et al., 2000). 

1.10 Vacinas para leptospirose 

Até o momento, a principal estratégia vacinal contra leptospirose se baseia 

em leptospiras inativadas, também chamadas de bacterinas, as quais são as únicas 

vacinas comercialmente disponíveis, principalmente para uso veterinário (Faine et 

al., 1999; Vincent et al., 2019). 
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Tal abordagem tem como desvantagens a indução de imunidade de curta 

duração e a incapacidade de reconhecer todas as leptospiras capazes de infectar o 

homem, além de efeitos colaterais relatados em humanos, quando o uso de 

formulações vacinais deste tipo foi indicado em locais de alto risco (Xu e Ye, 2018).  

Dentre os fatores relacionados a inexistência de vacinas eficazes contra 

leptospirose em humanos, podemos citar a ampla diversidade de espécies capazes 

de causar doença em humanos, e a complexidade antigênica do gênero, aliada ao 

vasto repertório de proteínas e proteases bacterianas. Paralelamente, com relação a 

complexidade antigênica, as leptospiras apresentam o lipopolissacarídeo (LPS) 

como principal antígeno imunodominante, molécula de composição similar ao LPS 

de bactérias Gram-negativas, mas que apresenta baixa atividade endotóxica 

(Dellagostin et al., 2017; Faine et al., 1999;  Levett e Haake, 2010; Vincent et al., 

2019). Em contexto vacinal, embora o LPS seja imunogênico e abundante na 

membrana externa de leptospiras, induz resposta imune T-independente, o que 

explica a não geração de memória imunológica de longa duração pelas bacterinas 

(McBride et al., 2005). Além disso, a elevada heterogenicidade da molécula de LPS 

dentre as leptospiras, leva à descrição de cerca de 300 sorovares diferentes, 

agrupados por conveniência em 24 sorogrupos antigenicamente relacionados de 

bactérias, o que ajuda a explicar a dificuldade do uso de vacinas desse tipo para 

proteger contra o amplo espectro de leptospiras patogênicas em humanos. Portanto, 

a identificação de alvos mais específicos e que induzam uma resposta duradoura 

seria ideal. 

1.11 Proteases como alvos vacinais 

Apesar do crescente número de estudos buscando candidatos vacinais e 

novas formulações contra leptospiras patogênicas, ainda não existem vacinas 

eficazes contra leptospirose para humanos, capaz de induzir proteção duradoura e 

reagir contra toda a diversidade de sorovares presente dentro do gênero Leptospira. 

Portanto a identificação de novos alvos vacinais e a avaliação de seus papéis na 

proteção contra leptospirose humana são essenciais ao desenvolvimento de 

vacinas. 

Nesse contexto, leptospiras patogênicas exibem um conjunto de proteínas 

que atuam na evasão da bactéria do sistema imune inato do hospedeiro, primeira e 

essencial linha de defesa do organismo para eliminação de leptospiras, enquanto 
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espécies saprófitas de leptospiras, são rapidamente eliminadas pelo sistema imune 

inato, quando incubadas com soro humano normal. Nesse sentido, diversas 

proteínas secretadas por leptospiras patogênicas parecem fundamentais para o 

sucesso da disseminação pelo organismo e o estabelecimento da infecção, uma vez 

que exercem importantes papéis na patogênese, participando do dano tecidual, 

aquisição de nutrientes e evasão do sistema imune (Barbosa et al., 2009; Meri et al., 

2005). Dentre estas, destacamos grupos de proteínas presentes somente em 

leptospiras patogênicas que conferem esses mecanismos de escape do sistema 

imune inato, destacando os grupos de termolisinas e esfingomielinases. 

1.11.1 Termolisinas  

As termolisinas são proteínas presentes em espécies patogênicas de 

leptospiras e são também produzidas por diversos microrganismos, como bactérias 

patogênicas do gênero Vibrio e Bacillus (Chung et al., 2006; Miyoshi, 2013). Essas 

proteínas fazem parte da classe de proteases, uma importante classe que está 

envolvida com fatores de virulência, dessa forma, essas proteases tem um 

importante potencial de agir em auxilio da evasão do sistema imune, nutrição e 

reprodução do patógeno (Armstrong, 2006).  

Termolisinas são descritas na literatura por seu envolvimento com a 

degradação de substratos do hospedeiro, como moléculas do plasma e da matriz 

extracelular, que se relaciona com o  aumento da destruição tecidual, além de exibir 

atividade proteolítica agindo principalmente contra proteínas do sistema 

complemento humano, dessa forma, modulando as defesas do hospedeiro (Barbosa 

et al., 2009; Jin et al., 1996; Meri et al., 2005), culminando na contribuição para a 

disseminação do patógeno, a partir disso,  podem ser considerados como alvos para 

intervenções terapêuticas (Chung et al., 2006; Miyoshi, 2013).  

1.11.2 Esfingomielinases  

As esfingomielinases são enzimas capazes de hidrolisar esfingomielinas a 

ceramida e fosforilcolina. Com isso, podem criar poros em células e romper 

membranas, inclusive de células sanguíneas, estando por essa razão envolvidas 

com as complicações hemorrágicas que ocorrem na Síndrome de Weil, forma grave 

da leptospirose. Das suas 5 formas, Sph1, Sph2, Sph3, Sph4 e SphH, as 

esfingomielinases Sph2 e a SphH possuem propriedades citotóxicas comprovadas 

(Kasarov, 1970; Narayanavari et al., 2015).  
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As leptospiras, assim como outras bactérias, utilizam o ferro para 

desenvolvimento e multiplicação, sendo ele um elemento indispensável (Carvalho, 

2008). Como o ferro pode representar um fator limitante no crescimento de várias 

bactérias patogênicas, é plausível que essas toxinas desempenhem um papel na 

persistência da infecção (Faine, 1959; Louvel et al., 2006). Contudo, no organismo 

do hospedeiro, este metal geralmente não é encontrado de forma livre, mas 

complexado ao grupo heme, que é liberado quando há hemólise. Dessa forma, a 

carência de ferro, induz a expressão de esfingomielinases, o que representa uma 

grande vantagem para a sobrevivência bacteriana e demonstra a importância das 

hemolisinas na obtenção de ferro (Carvalho, 2008). 

Entre os tipos de esfingomielinase expressas por Leptospira, a Sph2 foi 

identificada como dependente de magnésio e capaz de realizar atividade de 

esfingomielinase e forte atividade hemolítica, podendo ela estar relacionada com o 

processo de invasão por comprometer a integridade de células do hospedeiro (Che 

et al., 2019; Narayanavari et al., 2015), além disso, a esfingomielinase Sph2 foi 

capaz de danificar linfócitos e macrófago, o que pode ajudar as leptospira a evadir 

do sistema imunológico do hospedeiro (Zhang et al., 2008). Em estudos conduzidos, 

cepas mutantes incapazes de expressar esfingomielinases demonstraram baixa 

capacidade de causar infecção, fato que se alia à ausência destas enzimas em 

cepas saprófitas (Narayanavari et al., 2012). Outro fato que contribui para a relação 

entre esfingomielinases e fatores de virulência é a expressão da Sph2, que pode ser 

induzida por fatores do hospedeiro. A diferença de osmolaridade e temperatura entre 

o ambiente e o organismo do hospedeiro provocam sua regulação ascendente, uma 

vez que a Sph2 não é detectada em bactérias cultivadas em meio com 

características semelhantes aos do ambiente (Matsunaga et al., 2007). 

 

Nesse contexto, essas proteases representam uma interessante alternativa 

para compor formulações vacinais e para reativos diagnósticos, sendo importantes 

para evasão do sistema imune. Contudo as leptospiras exibem um vasto repertório 

de proteínas, o que dificulta a sua exploração por métodos tradicionais. Assim, 

imunoinformática surge como uma estratégia promissora para avaliação de dados 

genômicos e subsequente seleção de antígenos candidatos vacinais e para o 

desenvolvimento de novos reativos diagnósticos.  
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1.12 Imunoinformática 

A imunoinformática permite a identificação de alvos que podem ser 

posteriormente utilizados em estratégias vacinais ou para fins diagnósticos na 

leptospirose. As diferentes ferramentas da imunoinformática permitem a exploração 

de dados do genoma, transcriptoma, proteômica ou secretômica (Rappuoli et al., 

2016). A utilização de algoritmos de imunoinformática para a análise de proteínas e 

predição de epítopos diminui tempo e custos de pesquisa, uma vez que propõe um 

resultado parcial a ser confirmado com a validação através de ensaios 

imunoenzimáticos. Este processo de combinação das ferramentas de 

imunoinformática e de técnicas imunológicas convencionais, é caracterizado como 

vacinologia reversa. 

O sucesso do desenvolvimento do 4CMenB (Bexsero®, GSK) mostra a 

viabilidade do uso da vacinologia reversa, a qual foi a primieira vacina humana 

comercialmente disponível aprovada com base nesta abordagem (Rappuoli et al., 

2018; Serruto et al., 2012). 

Com base nesse racional, acreditamos que a imunoinformática seja uma 

estratégia promissora para selecionar antígenos, identificar seus principais alvos de 

anticorpos e resposta celular e assim, permitir o desenvolvimento de novas 

formulações vacinais e métodos diagnósticos para leptospirose humana. Contudo, a 

ampla diversidade de antígenos aliada ao ainda escasso uso destas abordagens no 

estudo da leptospirose, evidenciam uma importante lacuna no conhecimento. Neste 

sentido, com base em suas importantes participações na evasão do sistema imune 

do hospedeiro, proteases secretadas por leptospiras patogênicas (Barbosa et al., 

2009; Da Silva et al., 2018) surgem como interessante promissores candidatos a 

serem explorados na busca por antígenos vacinais protetores contra leptospirose 

humana. Nesse sentido, embora seu uso para estudo de leptospirose ainda seja 

incipiente, a imunoinformática pode ser considerada uma estratégia de vanguarda 

para impulsionar e acelerar seleção de antígenos candidatos vacinais e para o 

desenvolvimento de novos reativos diagnósticos. 
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Figura 4: Comparação esquemática do desenvolvimento vacinal pela 
abordagem convencional e vacinologia reversa.  (Rappuoli, 2000). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Apesar da importância epidemiológica e do potencial impacto social e 

econômico que a leptospirose representa para saúde pública, ainda não existem 

vacinas protetoras capazes de compreender a vasta gama de espécies patogênicas 

ao homem. Somado a isso, o lento crescimento das leptospiras em meio de cultura, 

sua alta complexidade antigênica e taxonômica, bem como a falta de suspeita clínica 

em muitos casos e de poucas ferramentas para o monitoramento animal, reforçam a 

necessidade do desenvolvimento de novos reativos diagnósticos. 

Nesse contexto, a identificação de epítopos reconhecidos por células B, 

específicos do subclado P1 de Leptospira, pode representar uma importante 

contribuição no campo das pesquisas em vacinas e diagnóstico desta doença. Para 

tanto, nosso estudo propõe a utilização de ferramentas de bioinformática e biologia 

computacional, para identificar in silico, epítopos em proteínas secretadas de 

Leptospira, aliada a confirmação experimental destes epítopos frente a amostras de 

pacientes. Deste modo, acreditamos que este estudo possa identificar alvos que 

poderão ser empregados no desenvolvimento de novos reativos diagnósticos e/ou 

formulações vacinais. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Identificar epítopos alvos de anticorpos, conservados entre espécies 

patogênicas de Leptospira. 

3.2 Objetivos Específicos 

• Identificar proteínas descritas no sobrenadante de cultura e estudos de 

secretômica de leptospiras patogênicas; 

• Avaliar as proteínas listadas quanto a sua localização sub-celular, 

antigenicidade e associação à virulência da bactéria; 

• Selecionar como antígenos candidatos, proteínas consideradas 

secretadas, antigênicas e associadas a virulências de leptospiras patogênicas; 

• Identificar in silico epítopos lineares potencialmente reconhecidos por 

linfócitos B na(s) proteína(s) selecionada(s); 

• Avaliar o grau de conservação dos epítopos preditos, comparando-os 

as demais espécies patogênicas de Leptospira e outros organismos;  

• Validar as sequências identificadas como específicas de Leptospira 

como epítopos imunogênicos, frente a reatividade com amostras de pacientes; 

• Investigar associações entre a resposta imune específica aos epítopos 

identificados e dados clínicos e epidemiológicos de pacientes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção de antígenos 

Utilizando a ferramenta de busca PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) 

que é uma ferramenta de busca de livre acesso à base de dados MEDLINE de 

citações e artigos de investigação em biomedicina e ciências da vida, realizamos a 

busca de proteínas presentes no sobrenadante de leptospiras patogênicas, com os 

termos “Leptospira, antigenic proteins, secretome, secreted proteins”. No caso de 

inclusão de artigo(s) publicado(s), manuscrito(s) aceito(s) ou submetidos para 

publicação. Todas as proteínas descritas no sobrenadante e/ou estudos de 

secretômica de leptospiras foram listadas e suas sequências FASTA de aminoácidos 

obtidas a partir do banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/), que é uma 

base de dados acessível gratuitamente, de alta qualidade e completa de informação 

de sequências de proteínas e as suas funções. 

4.2 Triagem de Proteínas 

Após a obtenção das sequências primárias, todas as proteínas listadas foram 

analisadas quanto a: (a) localização subcelular; (b) antigenicidade e (c) associação à 

virulência. Por fim, proteínas consideradas secretadas, antigênicas e associadas à 

virulência, foram selecionadas para sequência do estudo. 

4.2.1 Avaliação da localização subcelular 

Todas as proteínas foram submetidas a avaliação das proteínas quanto ao 

seu potencial de secreção e localização subcelular.  Para esta avaliação foram 

utilizados 7 algoritmos de imunoinformática: Signal P 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), Psort (https://www.psort.org/psortb/), 

Phobious (http://phobius.sbc.su.se/), PSLpred 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pslpred/submit.html), Secretome 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) e Prediction Protein 

(https://www.predictprotein.org/home). Foram consideradas proteínas secretadas, 

https://www.uniprot.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://www.psort.org/psortb/
http://phobius.sbc.su.se/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/pslpred/submit.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/
https://www.predictprotein.org/home
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aquelas que foram preditas como secretadas por no mínimo 4 dos 7 algoritmos 

utilizados. 

O algoritmo Signal P avalia a presença de sequências sinais na região N 

terminal da proteína para as principais vias secretórias. Seguido do TMHMM que 

avalia com base na sequência FASTA, se a proteína em questão possui hélices 

transmembrana. Proteínas secretadas não podem possuir tais hélices, ou ficariam 

aderidas a membrana. Psort é um algoritmo de predição que já combina as duas 

ideias anteriores. Avalia existência de peptídeo sinal e de regiões transmembrana. 

Tal como o anterior, o Phobius também avalia simultaneamente a existência de 

peptídeo sinal e região transmembrana, definindo então com base nisso a 

localização da proteína em questão. PSLpred compara a sequência a um banco de 

dados relacionando-a a localização celular de estruturas similares. O algoritmo 

Secretome 2.0 é um método desenvolvido para reconhecer proteínas secretadas 

por vias não clássicas de secreção. Basicamente, útil para verificar proteínas que 

não tem peptídeo sinal, mas podem ser secretadas. Finalizando com o Prediction 

protein que é uma ferramenta de predição bastante completa que avalia um 

conjunto de informações sobre cada proteína. Avalia Blast da sequência, 

comparando-a com outras sequências similares, avalia predição de hélice 

transmembrana, estrutura secundária, sítio de ligação, localização subcelular, entre 

outras, e a provável sublocalização, baseado nessas comparações. 

 

4.2.2 Avaliação de antigenicidade 

As mesmas proteínas foram avaliadas quanto ao potencial antigênico, através 

da ferramenta VaxiJen (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). 

THRESHOLD de 0,4. O VaxiJen é uma ferramenta de predição de antígenos 

protetores e vacinas de subunidade, é o primeiro servidor para predição 

independente de alinhamento de antígenos potencialmente protetores. Ele foi 

desenvolvido para permitir a classificação de antígenos apenas com base nas 

propriedades físico-químicas das proteínas sem recorrer ao alinhamento de 

sequências.  

4.2.3 Análise de associação a virulência 

Após a avaliação de antigenicidade, as proteínas foram avaliadas quanto a 

possível associação à virulência, através da ferramenta VirulenPred 

http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
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(http://bioinfo.icgeb.res.in/virulent/). THRESHOLD de 0. O VirulentPred é um método 

baseado em Support Vector Machine (SVM) para prever sequências virulentas de 

proteínas. Support Vector Machine é um conceito na ciência da computação para 

um conjunto de métodos de aprendizado supervisionado que analisam os dados e 

reconhecem padrões, os classificadores SVM da primeira camada do VirulentPred 

foram treinados e otimizados com diferentes características de sequência de 

proteínas individuais, como composição de aminoácidos, composição de 

dipeptídeos, composição de dipeptídeos de ordem superior e relações evolutivas 

remotas. 

4.3 Modelagem comparativa de proteínas selecionadas como candidatos 

vacinais. 

A modelagem comparativa determina a estrutura terciária das proteínas e é 

necessária para avaliar a possível oligomerização. E para usar mais um algoritmo de 

predição de epítopos lineares (Ellipro). As estruturas 3D das proteínas estudadas 

foram modeladas usando o servidor Robetta (http://new.robetta.org/). Este servidor é 

continuamente avaliado por meio de Avaliação de Modelo Automático Contínuo 

(CAMEO) e seu principal serviço é prever a estrutura 3D de uma proteína dada a 

sequência de aminoácidos. Os servidores Molprobity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/)  e Verify3D (https://www.doe-

mbi.ucla.edu/verify3d/) servem para avaliar os modelos gerados e selecionar o 

melhor. O Molprobity avalia a confiabilidade dos modelos atômicos tridimensionais 

enquanto o Verify 3D determina a compatibilidade de um modelo atômico (3D) com 

sua própria sequência de aminoácidos (1D) atribuindo uma classe estrutural com 

base em sua localização e ambiente (alfa, beta, loop, polar, apolar entre outras) e 

comparando os resultados com boas estruturas. O Swiss Model 

(https://swissmodel.expasy.org/) é um servidor web de bioinformática estrutural 

dedicado à modelagem homológica de estruturas de proteínas 3D e foi utilizado para 

visualizar a ocorrência de estruturas similares, e se formam ou não oligômeros. 

 

http://bioinfo.icgeb.res.in/virulent/
http://new.robetta.org/
http://molprobity.biochem.duke.edu/
https://www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d/
https://www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d/
https://swissmodel.expasy.org/
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4.4 Predição de epítopos alvos de anticorpos 

As mesmas proteínas da análise anterior seguiram para a etapa de predição 

de epítopos lineares alvos de anticorpos, onde foram usados outros 7 algoritmos de 

imunoinformática:  

Bepipred (http://tools.immuneepitope.org/bcell/) um servidor da web utilizado 

para prever epítopos de células B a partir de sequências de antígeno, é baseado em 

um algoritmo de randon forest regression algoritmo que foi treinado usando uma 

abordagem de validação cruzada de 5 vezes, cada resíduo foi codificado usando 

seu volume calculado, hidrofobicidade, polaridade , juntamente com a acessibilidade 

relativa da superfície e estrutura secundária. 

 Emini (http://tools.immuneepitope.org/bcell/) é utilizado para predição de 

acessibilidade de superfície de hexapeptídeos e valores maiores que 1,0 indicam 

uma probabilidade aumentada de serem encontrados na superfície. 

ABCpred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html) é o 

primeiro servidor desenvolvido com base em rede neural recorrente (machine-

based), usando padrões de comprimento fixo, para prever epítopos de células B em 

uma sequência de antígeno, com 65,93% de precisão. 

ElliPro (http://tools.iedb.org/ellipro/) prevê epítopos de anticorpos lineares e 

descontínuos com base na estrutura 3D de um antígeno de proteína.   

BCePred (http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/) um método para prever 

epítopos de células B lineares usando um método de aprendizado de máquina SVM 

(máquinas vetoriais de suporte). 

Lptope (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/lbtope/help.php) o servidor discrimina 

os epítopos de células B lineares e não epítopos para uma determinada sequência 

de proteína. A precisão geral deste servidor é de ~ 81%.  

Scratch (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) inclui preditores para estrutura 

secundária, acessibilidade relativa a solventes, regiões desordenadas, domínios, 

pontes dissulfeto, estabilidade de mutação única, contatos de resíduos versus 

média, contatos de resíduos individuais e estrutura terciária.  

 De uma maneira geral, essa combinação de algoritmos foi utilizada a fim de 

avaliar: sequências identificadas como epítopos lineares alvos de anticorpos, análise 

de estrutura secundária da proteína, flexibilidade, exposição dos epítopos na 

superfície, hidrofobicidade, hidrofilicidade, ponto isoelétrico, carga e antigenicidade 

dos epítopos, oligomerização e localização dos epítopos na estrutura quaternária 

http://tools.immuneepitope.org/bcell/
http://tools.immuneepitope.org/bcell/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html
http://tools.iedb.org/ellipro/
http://ailab.cs.iastate.edu/bcpreds/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/lbtope/help.php
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
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das proteínas selecionadas. Foram consideradas as sequências identificadas por no 

mínimo 5 dos 7 algoritmos utilizados, e epítopos com menos de 10 aminoácidos 

foram excluídos. 

4.5 Avaliação de antigenicidade 

Após a predição de epítopos lineares alvo de anticorpos, cada epítopo foi 

submetido a uma nova avaliação de antigenicidade através da ferramenta VaxiJen. 

THERESHOLD de 0,4. 

4.6 Análise de Conservação 

Todas as sequências identificadas resultantes da avaliação de antigenicidade, 

foram avaliadas quanto ao grau de conservação com outros organismos, não 

pertencentes ao gênero Leptospira, a fim de evitar reatividade cruzada com outros 

antígenos inespecíficos, através da ferramenta de Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Posteriormente, as 

sequências específicas foram avaliadas quanto ao grau de conservação entre as 

bactérias do subclado P1, quando comparadas a esse grupo de organismos, as 

sequências que apresentaram E-value maior de 1 foram considerados epítopos de 

células B conservados. 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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4.7 Síntese de Peptídeos 

As melhores sequências avaliadas in silico, foram adquiridas comercialmente 

junto a empresa GenOne, que as produziu com o auxílio de um sintetizador 

automático (PSSM8 – Shimadzu, Kyoto, Japão), utilizando a metodologia de síntese 

em fase sólida (Gausepohl et al., 1992; Luu et al., 1996), assegurando a pureza e a 

concentração dos peptídeos. Apenas peptídeos com percentual de pureza superior a 

95% serão foram utilizados. 

4.8 Amostras de pacientes utilizadas no estudo 

Através de amostras de soro de 51 pacientes infectados por leptospiras 

patogênicas e 36 amostras não infectadas cedidas pelo Laboratório de Referência 

Nacional para Leptospirose – Fiocruz-RJ, junto com informações pertinentes de 

cada paciente como sintomatologia, informações gerais (sexo, idade) informações 

laboratoriais e clínica e epidemiológicas (CAAE: 31405820.8.0000.5262). 

Figura 5: Esquema representando a metodologia até a síntese de peptídeos. 
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4.9 Avaliação da resposta humoral específica contra os peptídeos (ELISA) 

Para validação experimental, cada epítopo predito foi testado, na forma de 

peptídeo sintético, por ELISA indireto contra um painel de amostras de pacientes 

infectados por Leptospira e amostras não infectadas. 

Na validação experimental, os ensaios foram realizados para cada peptídeo, 

e as amostras de soro dos pacientes feitas em duplicata. A placas de ELISA foram 

sensibilizadas com 6µg de peptídeo por poço, diluídos em 100µL de PBS 1x e 

incubadas a 4ºC por período de 16h.  

Após a incubação, as placas foram lavadas 3x com uma solução de lavagem 

(utilizando 300 µl PBS Tween 0,05%). Então, adicionamos 200 µl/poço da solução 

de bloqueio (PBS Skin Milk 5%) e incubamos a placa a 37 ⁰C por 1 hora.  

Após o período de incubação, a placa foi novamente lavada, conforme 

anteriormente descrito e 100 µl das amostras dos pacientes foram adicionadas, em 

duplicatas na placa, diluídos em 1:100 em solução de bloqueio. As placas foram 

então incubadas por 1:30H a 37ºC.  

Para a preparação do conjugado utilizamos a proporção 1:4000, 100µl por 

poço, 10.000µl de PBS Skin Milk 5% para 10µl de Anticorpo de camundongo anti-

IgG humana ou anti-IgM humana, conjugada a peroxidase. As placas foram retiradas 

da estufa novamente foram lavadas pelo mesmo processo das outras etapas e 100µl 

de anticorpo conjugado foi adicionado a cada poço a 37 ⁰C por mais 1 hora.  

Após o processo anterior as placas foram lavadas seguindo o mesmo método 

das outras lavagens e adicionalmente lavadas com PBS 1 X (300µl em cada poço); 

para a revelação utilizamos 100µl de TMB (cada poço) e as placas retornaram por 

mais 30 minutos para a estufa a 37 ⁰C. Após este período, foram adicionados 50µl 

de HCL 1N (em cada poço).  

A leitura das placas foi realizada através de uma leitora de placas, onde 

utilizamos o comprimento de onda para leitura de 450nm. 

 Para expressar os resultados dos ensaios de ELISA contra cada epítopo 

utilizaremos o Índice de Reatividade (I.R.) de cada amostra, definido pela razão 

entre a Densidade óptica (D.O.) obtida pela leitura das amostras de pacientes 

reativos e o valor de cut-off (média de D.O. dos pacientes não reativos somada a 

duas vezes de seu desvio padrão). Amostras que apresentarem I.R. superior a 1,0 

serão consideradas positivas para o epítopo testado. 
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4.10 Análise estatística de resultados 

Comparações de frequências de dados qualitativos (frequência de 

respondedores, frequência de sintomas, taxa de óbitos etc.) foram avaliadas por chi-

quadrado, enquanto comparações de dados quantitativos (idade, título de 

anticorpos, índice de reatividade etc.) foram avaliadas por teste T. Adicionalmente, 

análises de correlações entre dados imunológicos e dados clínicos e 

epidemiológicos foram determinados pelo teste de Spearman. Todas as análises 

estatísticas serão realizadas com o auxílio do programa GraphPad Prism 8.0. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Seleção de proteínas candidatas ao estudo 

Primeiramente, foi feita a seleção de proteínas já descritas do gênero 

Leptospira através de avaliação da literatura, utilizando como base a ferramenta de 

busca PubMed com os termos “Leptospira, antigenic proteins, secretome, secreted 

proteins”. Como resultado, selecionamos 24 proteínas das quais: 7 são proteínas de 

membrana externa, 6 são proteínas hipotéticas ou não caracterizadas; 4 são 

metalopeptidases (termolisinas); 3 são metaloproteases e 4 possuem outras 

atividades enzimáticas (Tabela 1). 
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Tabela 1: Proteínas descritas no sobrenadante de leptospiras patogênicas. 
Grupos Gene Proteína Tamanho 

(aa)  

Código 

Uniprot 

Proteínas de 

membrana externa 

Loa22 Loa22 195 M4QAZ7 

LA_0563 LenC 462 Q8F8J3 

LA_2637 LipL32 272 O34094   

LA_4324 LenE 472 Q8EY92  

LA_0492 LipL36 361 Q8F8R3  

LA_3240 LipL48 461 Q8F196  

LIC10465 LigA 1224 G1UB65  

Lipoproteína 

putativa/proteína 

não caracterizada 

LA_3469 irpA 440 Q8F0M3   

LB_194 Putative lipoprotein 192 Q8EXL4  

LIC10508 Putative lipoprotein 203 Q72UZ5   

LIC10509 Putative lipoprotein 202 Q72UZ4  

LA_0505 Uncharacterized protein 366 Q8F8Q0 

LA_3091 Uncharacterized protein 245  Q8F1P   

Metalopeptidases 

LIC13320 Thermolysin 791 Q72M70   

LIC13321 Thermolysin homolog 792 Q72M69  

LIC13322 Thermolysin (nprT) 794 Q72M68  

LIC10715 Thermolysin 800 Q72UE2   

Metaloproteases e 

peptidases 

 

LIC13434 Pappalysin-1 domain protein 480 Q72LV94  

LA_2184 Predicted Zn dependent 

protease (tldD) 

461 Q8F463 

LA_2457 Methionine aminopeptidase 240 Q8F3E9 

Outras atividades 

enzimáticas 

 

LA_3442 Peroxiredoxin 159 Q8F0Q0  

LA_0862 Thiol peroxidase 171 Q8F7T2   

LA_0411 etfA 319 Q8F8Y7  

LIC12631 Sph2 (hemolisina) 623 Q72P45 

 

 

 

 

 

 



30 

5.2 Escolha de candidatos estudados 

Conforme demonstrado na Tabela 2, das 24 proteínas estudadas, 19 foram 

associadas à virulência e 21 foram identificadas como antigênicas. Além disso, 

estimamos que 9 das proteínas estudadas são secretadas, enquanto outras 3 

(LA_0492; LIC10465 e LA_0505) possam estar presentes tanto na membrana 

externa da bactéria, quanto sendo secretadas. Com base nesses resultados, 7 

proteínas foram consideradas secretadas, antigências e associadas a virulência e 

foram selecionadas para sequência do estudo (Figura 6). 

 

 

Secretadas Antigênicas Associadas a virulência 

LA_0563 LIC13320 LA_0563 

LIC13320 LIC13321 LA_3091 

LIC13321 LIC10715 LIC13321 

LIC10715 LA_3240 LIC10715 

LA_3240 LA_4324 LA_3240 

LA_4324 LIC13434 LA_4324 

LIC12631 LIC12631 LIC13434 

LIC13322 LIC13322 LIC12631 

LIC13434 LIC10509 LB_194 

 LOA22 LIC10508 

 LA_0411 LA_2184 

 LB_194 LA_3469 

 LIC10508 LA_3442 

 LA_2184 LA_0505 

 LA_3469 LIC10465 

 LA_3442 LA_0862 

 LA_0505 LA_0492 

 LIC10465 LA_2637 

 LA_0862 LIC13320 

 LA_0492  

 LA_2637  

 

Tabela 2: Avaliação das proteínas quanto ao potencial de secreção e 
localização subcelular, antigenicidade e associação a virulência. 
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No diagrama de Venn, estão assinalados na esfera azul, proteínas preditas como 
antigênicas, na esfera verde, preditas como secretadas e na esfera laranja, preditas 
coo associadas à virulência. Foram considerados bons alvos aqueles que se 
sobrepunham nas 3 análises. 
 

Dos resultados acima, 7 proteínas se sobrepuseram. Uma delas, a LIC13434, 

está envolvida em outros estudos do grupo e por isso, não foi selecionada para 

sequência do trabalho., e, portanto, não passou para a etapa seguinte. As 6 

proteínas partiram para a etapa de modelagem 3D, sendo elas: LA_4324, LA_3240, 

LIC13321, LIC10715, LIC13320, LIC12631. 

5.3 Modelagem de proteínas selecionadas 

 Através do conjunto de ferramentas utilizadas, a modelagem das proteínas 

selecionadas, resultou nos modelos abaixo (Figura 7). 

 

 

 

 

 
Figura 6: Análise de localização subcelular, antigenicidade e associação à 
virulência das proteínas estudadas. 
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5.4 Predição de epítopos 

As 6 proteínas seguiram para a etapa de predição de epítopos lineares, onde 

foram usados outros 7 algoritmos de imunoinformática. Foram preditas no total 30 

epítopos, diminuímos esse número, excluindo todos aquele epítopos com menos de 

10 aminoácidos e obtivemos um total de 17 epítopos. A proteína LIC12631, teve 3 

epítopos preditos de 10 a 16 aminoácido, enquanto a proteína LIC13320 teve 5 

epítopos preditos de 10 a 19 aminoácidos, as proteínas LA_4324 e LA_3240 tiveram 

apenas 1 epítopo predito respectivamente com 11 e 15 aminoácidos, a proteína 

LIC13321 teve 3 epítopos preditos de 11 a 15 aminoácidos, e a proteína LIC10715 

teve 4 epítopos preditos de 17 a 21 aminoácidos, conforme mostra a Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

 

        

 

       
 

 

 

 

LIC10715 

Figura 7: Modelo 3D das proteínas selecionadas. 
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Tabela 3: Epítopos lineares por proteínas selecionadas. 

 
 

5.5 Avaliação de antigenicidade dos epítopos 

Após a predição de epítopos, as sequencias selecionadas foram submetidas 

a nova avaliação quanto ao potencial antigênico, conforme a tabela abaixo. 

Sequencias com um score maior que 0,4 foram consideradas antigênicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteína Epítopo Sequência Bepi 
pred 

ESA ABC 
pred 

Ellipro BCe 
pred 

Lb 
tope 

Scratch 

          

LIC12631 
LIC12631(153—168) 

GHDERAKRISKSDYVK 
 X X X X X X X 

LIC12631(400—409) 

SGYTSDEFSD 
 X X X X  X X 

LIC12631(423—436) TPTKSGHKKKYDQV X X X X X X X 
          

LIC13320 

LIC13320(24—36) 

KAISDRHYSSDGT 
 X X X X  X X 

LIC13320(148—166) 

IWESPEREEAFKKKQDDPS 
 X X X X X X X 

LIC13320(231—246) 

GGGDTTPTTPQTPPDT 
 X X X X  X X 

LIC13320(324—336) 

WTKAEYHDDYNHD 
 X X X X  X X 

LIC13320(742—751) 

YPRADEKFYD 
 X X X X X  X 

          

LA_4324 
LA_4324(304—314) 

PTRRQATTNPN 
 X X X X  X X 

          

LA_3240 
LA_3240(378—392) 

DNCEFATKPDYQPSG 
 X X X X  X X 

          

LIC13321 

LIC13321(155—166) EAALKRKKNDPN X X X  X X X 

LIC13321(323—333) 

WSQSEYHDDYN 
 X X X X  X X 

LIC13321(492—506) 

SNPKSTTVMSPGPNT 
 X X X X  X X 

          

LIC10715 

LIC10715(170—190) 

ESPEREDRLRSIKGDSKATYF 
 X X X X X X X 

LIC10715(241—259) 

RDARRFETQPGDGGGGTTP 
 X X X X  X X 

LIC10715(295—311) WTAREENHYELKDYSRG X X X X X X X 

LIC10715(509—528) ASNPKSTTVKYPGPNTYKGE X X X X  X X 
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Tabela 4: Avaliação de antigenicidade por epítopo linear selecionado. 
 

Proteína Epítopo Sequência Vaxigen 

LIC12631 

LIC12631(153—168) GHDERAKRISKSDYVK 1.17 

LIC12631(400—409) SGYTSDEFSD 0.33 

LIC12631(423—436) TPTKSGHKKKYDQV 1.76 

    

LIC13320 

LIC13320(24—36) KAISDRHYSSDGT 0.87 

LIC13320(148—166) IWESPEREEAFKKKQDDPS 0.34 

LIC13320(231—246) GGGDTTPTTPQTPPDT 1.22 

LIC13320(324—336) WTKAEYHDDYNHD 0.04 

LIC13320(742—751) YPRADEKFYD 0.18 

    

LA_4324 LA_4324(304—314) PTRRQATTNPN 0.92 

    

LA_3240 LA_3240(378—392) DNCEFATKPDYQPSG 1.00 

    

LIC13321 

LIC13321(155—166) EAALKRKKNDPN 0.95 

LIC13321(323—333) WSQSEYHDDYN 0.06 

LIC13321(492—506) SNPKSTTVMSPGPNT 0.64 

    

LIC10715 

LIC10715(170—190) ESPEREDRLRSIKGDSKATYF 0.86 

LIC10715(241—259) RDARRFETQPGDGGGGTTP 2.29 

LIC10715(295—311) WTAREENHYELKDYSRG 0.61 

LIC10715(509—528) ASNPKSTTVKYPGPNTYKGE 0.59 

5.6 Características das amostras de pacientes testadas 

A população estudada foi composta por 87 indivíduos, oriundas de diversos 

estados do Brasil, como RJ, CE, RO, PE, BA, ES, MS, RR, AM, PI, GO, AL dentre as 

quais 51 são pacientes positivos para leptospirose através do Teste de Aglutinação 

Microscópica (MAT), com títulos variando de 800 a 12800, onde 11,8% (6) desses 

indivíduos evoluíram para óbito, e 36 são pacientes com outros quadros febris, não 

reagentes para leptospirose que foram utilizados como grupo controle negativo, 

onde 11,1% (4) desses indivíduos também evoluíram para óbito. A mediana da 

idade do grupo de indivíduo reagentes para leptospirose e não reagente 

respectivamente é de 37 e 36,5 anos. A média do tempo de sintomas para os dois 

grupos foi de respectivamente 11 e 13 dias. A maior parte da população estudada 

eram do sexo masculino, em ambos os grupos e apenas 9,8% eram do sexo 
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feminino no grupo reagente para leptospirose. Alguns sintomas foram relatados com 

maior frequência nos indivíduos do grupo reagente para leptospirose como: icterícia, 

dor na panturrilha, insuficiência renal, e hemorragia pulmonar, sendo este último 

presente apenas nesse grupo de indivíduos. Os sorovares predominantes dentre o 

grupo reagente para leptospirose foram Copenhagi e Tarassovi ambos com 

predominância em 47,1% da população (Tabela 5). 
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Tabela 5: Resumo de dados clínicos e epidemiológicos das amostras de 
pacientes testadas. 
 
 Reagente para 

Leptospirose 

Não reagente para 

Leptospirose 

p Value 

INFORMAÇÕES GERAIS 

Número de indivíduos 51 36  

Idade – mediana (ir) 37(22-49) 36,5 (17-45)  

Óbitos- n (%) 6 (11,8%) 4 (11,1%)  

Tempo de sintomas (dias) 11 13  

GÊNERO – N (%) 

Feminino 5 (9,8%) 8 (22,2%)  

Masculino 46 (90,2%) 28 (77,8%)  

SINTOMAS – N (%) 

Febre 44 (86,3%) 29 (80,6%)  

Mialgia 43 (84,3%) 24 (66,7%)  

Cefaléia 34 (66,7%) 21 (58,3%)  

Icterícia 35 (68,6%) 15 (41,7%) 0,0159 

Prostração 27 (52,9%) 18 (50,0%)  

Dor na panturrilha 31 (60,8%) 15 (41,7%) 0,0257 

Vômito 24 (47,1%) 18 (50,0%)  

Diarréia 20 (39,2%) 11 (30,6%)  

Alterações respiratórias 18 (35,3%) 10 (27,8%)  

Insuficiência renal 20 (39,2%) 5 (13,9%) 0,0463 

Congestão conjuntival 10 (19,6%) 8 (22,2%)  

Dor abdominal 4 (7,8%) 5 (13,9%)  

Sinais hemorrágicos 8 (15,7%) 2 (5,6%)  

Hemorragia pulmonar 7 (13,7%) 0 (0%) 0,0382 

Náusea 0 (0%) 3 (8,3%)  

Oligúria/anúria 1 (2,0%) 1 (2,8%)  

POSSÍVEIS FONTES DE INFECÇÃO – N (%) 

Local com sinais de roedores 30 (58,8%) 23 (63,9%)  

Contato direto com roedores 18 (35,3%) 6 (16,7%)  

Água ou lama de enxente 30 (58,8%) 9 (25,0%) 0,0011 

Criação de animais 11 (21,6%) 14 (38,9%)  

Limpeza de caixa d'agua 3 (5,9%) 0 (0%)  

Fossa/ caixa de gordura/ esgoto 11 (21,6%) 6 (16,7%)  

Rio, córrego, lagoa ou represa 16 (31,4%) 7 (19,4%)  

Lixo, entulho 13 (25,5%) 8 (22,2%)  

Terreno baldio 15 (29,4%) 9 (25,0%)  

Plantio e colheita 7 (13,7%) 4 (11,1%)  

SOROVARES – N (%) 

Copenhageni 24 (47,1%)   

Australis 1 (2,0%)   

Hebdomadis 2 (3,9%)   

Canicola 3 (5,9%)   

Pomona 1 (2,0%)   

Icterohaemorrhagiae 8 (15,7%)   

Autumnalis 1 (2,0%)   

Gryppotyphosa 3 (5,9%)   

Tarassovi 24 (47,1%)   

Wolffi 2 (3,9%)   

Sejroe 1 (2,0%)   
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5.7 Avaliação da imunogenicidade natural dos epítopos preditos 

5.7.1 Termolisinas 

Com base nas etapas in silico do estudo, 8 epítopos foram preditos em três 

diferentes termolisinas (LIC13320 - LIC13320(24—36), LIC13320(231—246);  LIC13321 -  

LIC13321(155—166), LIC13321(492—506) e LIC10715 - LIC10715(170—190), LIC10715(241—

259), LIC10715(295—311), LIC10715(509—528)) e testados por ELISA contra amostras de 

pacientes com quadros febris reativos e não reativos para leptospirose (controle 

negativo), para confirmarmos a imunogenicidade natural de cada epítopo, com base 

ao seu reconhecimento por anticorpos IgM e/ou IgG. Deste modo, a magnitude de 

resposta IgM aos peptídeos testados variou de 0,17 a 5,85 (Figura 8A), enquanto os 

índices de reatividade IgG variaram de 0,17 a 4,45 (Figura 8B). Com relação a 

frequência de respondedores para cada peptídeo, observamos que a frequência 

geral (IgG ou IgM) variou de 14% a 31%, sendo maior no peptídeo LIC13320(231—246) 

(IgG) quando comparado ao peptídeo LIC10715(295—311) (9,8%, p=0,0131) e no 

peptídeo LIC13321(492—506) (IgM) quando comparado ao peptídeo LIC13320(24—36)  

(0%, p=0,0267). Adicionalmente, comparando a frequência de respondedores IgG e 

IgM, embora tenhamos observado maior frequência de respondedores IgG para 

todos os peptídeos avaliados, esta diferença se mostra estatística apenas para os 

para os peptídeos LIC13320(24—36) (IgG= 24%, IgM= 0%, p= 0,0002), LIC13320(231—

246) (IgG= 31%, IgM= 2%, p <0,0001) e LIC13321(155—166) (IgG= 31%, IgM= 6%, p= 

0,0124) (Figura 8C). 
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A e B - Diagrama de caixa representando a avaliação da 
imunogenicidade natural de epítopos preditos de Termolisinas. C- 
Gráfico de barras representando em percentual (%) a frequência de 
respondedores para os oito peptídeos de termolisinas 
individualmente. * Representa a diferença significativa dentro do 
mesmo peptídeo entre IgM e IgG; # Representa a diferença 
significativa entre os peptídeos. 
 

Figura 8: Avaliação da imunogenicidade natural de epítopos 
preditos em termolisinas de L. interrogans. 
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5.7.2 Esfingomielinase -Sph2 

Com base nas etapas in silico do estudo, 2 epítopos (LIC12631(153—168), 

LIC12631(423—436)) foram preditos na proteína esfingomielinase-Sph2 testados por 

ELISA contra amostras de pacientes com quadros febris reativos e não reativos para 

leptospirose (controle negativo), para confirmarmos a imunogenicidade natural de 

cada epítopo, com base ao seu reconhecimento por anticorpos IgM e/ou IgG. Deste 

modo, a magnitude de resposta IgM aos peptídeos testados variou de 0,20 a 1,35 

(Figura 9A), enquanto os índices de reatividade IgG variaram de 0,17 a 3,22 (Figura 

9B). Com relação a frequência de respondedores para cada peptídeo, observamos 

que a frequência geral (IgG ou IgM) variou de 18% a 35%. Adicionalmente, 

comparando a frequência de respondedores IgG e IgM, embora tenhamos 

observado maior frequência de respondedores IgG para todos os peptídeos 

avaliados, esta diferença se mostra estatística apenas para os para os peptídeos 

LIC12631(153—168) (IgG= 33%, IgM= 4%, p= 0,0002), LIC12631(423—436) (IgG= 18%, 

IgM= 2%, p= 0,0158) (Figura 9C). 
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A e B - Diagrama de caixa representando a avaliação da 
imunogenicidade natural de epítopos preditos da 
Esfingomielinase - Sph2. C- Gráfico de barras representando em 
percentual (%) a frequência de respondedores para os dois 
peptídeos de esfingomielinas. * Representa a diferença 
significativa dentro do mesmo peptídeo entre IgM e IgG; # 
Representa a diferença significativa entre os peptídeos. 

 

Figura 9: Avaliação da imunogenicidade natural de epítopos 
preditos em enfingomielinase -Sph2 de L. interrogans. 
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5.8 Proporção de amostras reagentes aos peptídeos 

De um modo geral, temos que do total de 51 amostras reagentes como 

podemos observar pela Figura 10, 75% da população do estudo, respondeu para 

pelo menos 1 epítopo predito, onde analisamos em conjunto as termolisinas e a 

esfingomielinase – Sph2, totalizando 10 epítopos preditos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.9 Associação da resposta aos peptídeos e dados clínicos e epidemiológicos. 

Os sintomas que apresentaram diferença significativa (p value<0,05) através 

do teste de Fisher entre os grupos reagente para leptospirose e não reagente foram: 

Hemorragia pulmonar, icterícia e insuficiência renal, por esse motivo foram o 

enfoque dos nossos resultados demonstrados nas figuras 11, 12 e 13. 

O sintoma: Hemorragia pulmonar para o grupo respondedor (R) de cada 

peptídeo teve uma diferença significativa (p value<0,05), através do teste de Fisher, 

quando comparado ao grupo controle representado pelo C (grupo não reagente para 

leptospirose), também apresentou diferença significativa quando comparado ao 

grupo não respondedor (NR) para os peptídeos: LIC13321(155—166) (p= 0,0084), 

Figura 10: Proporção de indivíduos respondedores a combinações de 
peptídeos 
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LIC13321(492—506) (p= 0,0033), LIC10715(509—528) (p= 0,0452), LIC10715(170—190) (p= 

0,0314), LIC10715(295—311) (p= 0,0212) (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Frequência de hemorragia pulmonar entre o grupo 
controle e pacientes com leptospirose reativos e não reativos para 
cada epítopo.  
 

         R – Grupo respondedor para peptídeos; NR grupo não  

respondedor para peptídeos; C – grupo controle, não reagente para 

Leptospirose. * Representa a diferença significativa entre o grupo 

respondedor e controle; # Representa a diferença significativa entre o 

grupo respondedor e não respondedor. 

 

 

  

 



43 

O sintoma: Icterícia para o grupo respondedor (R) de cada peptídeo teve uma 

diferença significativa (p value<0,05), através do teste de Fisher, quando comparado 

ao grupo controle representado pelo C (grupo não reagente para Leptospirose), 

exceto para os epítopos: LIC13321(155—166), LIC13321(492—506), LIC10715(241—259), 

LIC10715(295—311), no entanto, não observamos diferenças entre os pacientes 

respondedores e não respondedores para cada peptídeo (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Frequência de Icterícia entre o grupo controle e pacientes 
com leptospirose reativos e não reativos para cada epítopo. 
 
 

  

R – Grupo respondedor para peptídeos; NR grupo não respondedor para 

peptídeos; C – grupo controle, não reagente para Leptospirose. * 

Representa a diferença significativa entre o grupo respondedor e 

controle; # Representa a diferença significativa entre o grupo 

respondedor e não respondedor. 
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Do mesmo modo, com relação a frequência de casos de insuficiência renal, o 

grupo respondedor (R) de cada peptídeo teve uma diferença significativa (p 

value<0,05), apenas quando comparado ao grupo controle representado pelo C 

(grupo não reagente para Leptospirose), exceto para os epítopos: LIC10715(170—190), 

LIC10715(295—311), LIC10715(170—190) (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Frequência de Insuficiência renal entre o grupo controle e 
pacientes com leptospirose reativos e não reativos para cada epítopo. 

  

 

R – Grupo respondedor para os peptídeos; NR grupo não respondedor para 

peptídeos; C – grupo controle, não reagente para Leptospirose. * Representa 

a diferença significativa entre o grupo respondedor e controle; # Representa 

a diferença significativa entre o grupo respondedor e não respondedor. 
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Outra informação importante são os dados de óbito, apresentada pela 

população estudada. 

Observamos maior frequência de pacientes que vieram a óbito, dentre os 

pacientes respondedores, para os peptídeos LIC10715(170—190), LIC10715(295—311), 

LIC12631(423—436) apresentaram diferença significativa (p value <0,05), através do 

teste de Fisher, quando comparado com os mesmos peptídeos dentro do grupo de 

não respondedores (NR) e com o grupo controle (C) (Figura14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Frequência de Óbito entre o grupo controle e pacientes 
com leptospirose reativos e não reativos para cada epítopo. 
 

 

R – Grupo respondedor para peptídeos; NR grupo não respondedor para 

peptídeos; C – grupo controle, não reagente para Leptospirose. * 

Representa a diferença significativa entre o grupo respondedor e controle; 

# Representa a diferença significativa entre o grupo respondedor e não 

respondedor. 
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6 DISCUSSÃO 

A infecções causadas por leptospiras patogênicas, apresentam na maioria 

das vezes casos assintomáticos ou apresentando sintomas inespecíficos que podem 

ser confundidos com síndromes gripais, mas quando o quadro avança para a forma 

grave da doença, existem complicações que podem ser letais (BRASIL, 2014). 

Acentuando o problema, há uma dificuldade no diagnóstico, pois na maioria das 

vezes necessita de mão de obra especializada e dependendo do estágio da infecção 

são necessários métodos diagnósticos diferentes, além disso, a única formulação 

vacinal disponível é principalmente para uso veterinário, e não induz proteção 

duradoura e eficaz (Faine et al., 1999; Vincent et al., 2019). Desse modo, o número 

de casos notificados pode ser subestimado, levando em consideração que os 

indivíduos são considerados suspeitos de leptospirose apenas quando é relatado o 

contato com enchente e roedores, a partir dessas dificuldades o cenário de 

leptospirose no mundo e no Brasil pode ser muito mais complexo do que o 

demonstrado (BRASIL, 2021). Neste cenário, a identificação de epítopos lineares de 

células B surge como uma abordagem potencial para melhorar e acelerar o 

desenvolvimento de novos testes diagnósticos e de formulações vacinais eficientes 

para humanos. 

Nesse trabalho, usamos ferramentas de imunoinformáticas para explorar as 

proteínas secretadas de leptospiras patogênicas, e para predizer epítopos lineares 

de células B que foram sintetizados como peptídeos e validados experimentalmente 

por ELISA contra amostras de soro de 51 pacientes reagentes para leptospirose e 

36 pacientes não reagentes através do Teste de Aglutinação Microscópica (MAT). 

Em relação aos candidatos a antígenos para o desenvolvimento de novos 

testes diagnósticos e formulações vacinais para humanos, a partir uma revisão 

literária 24 antígenos candidatos foram propostos a avaliação, para busca de 

antígenos secretados com potencial uso em formulações vacinais (Barbosa et al., 

2009; Eshghi et al., 2015; Gamberini et al., 2005; Narayanavari et al., 2015). 

São eles o grupo de proteínas de membrana externa: Loa22, LA_0563, 

LA_2637, LA_4324, LA_0492, LA_3240, LIC10465; putative lipoprotein 

/Uncharacterized protein: LA_3469, LB_194, LIC10508,  LIC10509,  LA_0505, 

LA_3091; as metalopeptidases: LIC13320, LIC13321, LIC13322, LIC10715; o grupo 

de metaloproteases e peptidases: LIC13434, LA_2184 eLA_2457, finalizando com o 
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grupo de proteínas que desempenham outras atividades enzimáticas: LA_3442, 

LA_0862, LA_0411, LIC12631. 

Após as etapas das análises de localização celular, antigenicidade, e 

associação a virulência, 6 proteínas seguiram para a predição de epítopos, onde um 

total de 10 epítopos em 4 proteínas foram preditos através de uma combinação de 

algoritmos, onde 4 desses epítopos foram preditos por todo os algoritmos e 6 

epítopos preditos por 6 algoritmos. Dentre as 4 proteínas, 3 são termolisinas e 1 a 

esfingomielinase-Sph2.  

As termoslisinas são secretadas por espécies patogênicas de Leptospira, 

metalopeptidases dependentes de zinco da família M4. São produzidas por diversos 

tipos de microorganismos e desepenham um papel importante na patogênese e 

podem ser considerados como interessantes alvos para intervenções terapêuticas. 

Essas proteases contribuem para a disseminação de patógenos, através da 

degradação de tecidos e modulando a defesa do hospedeiro (Barbosa et al., 2009). 

Uma das termolisinas a LIC13322 foi retirada do estudo na etapa de análise de 

associação a virulência, uma vez que foi predita como não associada a virulência, 

apesar de apresentar atividade proteolítica contra elementos do sistema 

complemento (Amamura et al., 2017; Fraga et al., 2014). 3 representantes das 

termolisinas de leptospiras patogênicas nomeadas como LIC13320, LIC13321 e 

LIC10715 foram utilizadas nesse trabalho, delas obtivemos 8 epítopos preditos 

(LIC13320 - LIC13320(24—36), LIC13320(231—246); LIC13321 - LIC13321(155—166), 

LIC13321(492—506) e LIC10715 - LIC10715(170—190), LIC10715(241—259), LIC10715(295—

311), LIC10715(509—528)). 

E a esfingomielinase - Sph2 é uma enzima capaz de hidrolisar 

esfingomielinas a ceramida e fosforilcolina. Com isso, podem criar poros em células 

e romper membranas, inclusive de células sanguíneas, estando por essa razão 

envolvidas com as complicações hemorrágicas que ocorrem na Síndrome de Weil, 

forma grave da leptospirose Entre os tipos de esfingomielinase expressas por 

leptospiras, a Sph2 foi identificada como dependente de magnésio e capaz de 

realizar atividade de esfingomielinase e forte atividade hemolítica, podendo ela estar 

relacionada com o processo de invasão por comprometer a integridade de células do 

hospedeiro. Em estudos conduzidos, cepas mutantes incapazes de expressar 

esfingomielinases demonstraram baixa capacidade de causar infecção, fato que se 

alia à ausência destas enzimas em cepas saprófitas (Narayanavari et al., 2015). 1 
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esfingomielinase – Sph2 (LIC12631) foi utilizada nesse trabalho com 2 epítopos 

preditos (LIC12631(153—168), LIC12631(423—436)). 

O fato de ambas as proteínas utilizadas, o grupo de termolisinas e a 

esfingomieliase-Sph2, serem proteínas somente secretadas por leptospiras 

patogênicas faz com que a identificação de epítopos de células B nessas proteínas 

seja uma alternativa promissora para melhorar a especificidade de testes 

sorológicos e abranger as espécies e sorovares patogênicos dentro de uma 

formulação vacinal. 

Nos últimos anos, combinações de algoritmos de predição têm sido usadas 

para melhorar precisão da predição de epítopos lineares de células B contra vírus 

(Conte, 2019; Moeini, 2021; Salarpour, 2020; Sianez-Estrada, 2020), fungos 

(Almeida, 2020), protozoários (Campos, 2018; Matos, 2019) e bactérias (Feodorova, 

2020; Kalkanli et al., 2020; Zargaran, 2020). Apesar de estudos referentes a 

vacinologia convencional para leptospirose com proteínas específicas de leptospiras 

patogênicas existirem e serem muito presentes, até hoje, para humanos não se tem 

uma vacina que gere proteção duradoura contra leptospiras patogênicas e nem que 

protejam contra toda a diversidade de sorovares presente dentro do gênero 

Leptospira ( Faine et al., 1999; Vincent et al., 2019). 

Estudos utilizando vacinologia reversa combinada com ferramentas de 

imunoinformática para leptospirose ainda são incipientes, existindo poucos trabalhos 

que mencionam esse processo, mas de acordo com esses trabalhos existentes e 

outros utilizando outros microrganismos como alvos, foi possível chegar a um 

consenso de ferramentas de imunoinformatica para utilizar nesse trabalho. Foram 

utilizadas a combinação de 7 algoritmos de imunoinformática: Bepipred, Emini, 

ABCpred, ElliPro, BcePred, Lptope e Scratch para a predição de epítopos lineares 

de células B (Gamberini et al., 2005; Rappuoli, 2000; Yang, 2006). Todos os 

epítopos oriundos desse processo foram submetidos a análise pelo Vaxijen, que 

considerou 10 epítopos como sendo antigênicos.  

Após a validação experimental desses epítopos, como resultado, a 

sensibilidade variou de 13% a 35%, observa-se um percentual um pouco mais alto 

em estudos semelhantes de identificação de epítopos imunogênicos de células B 

lineares em proteínas de membrana externa utilizando como alvo a bactéria Coxiella 

burnetti, onde a sensibilidade dos epítopos, na validação experimental foi maior que 

50% (Fontes, 2021). Enquanto a especificidade dos epítopos de leptospira foi maior 

que 90%.  
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75% do grupo de indivíduos reagentes para leptospirose respondeu para pelo 

menos 1 epítopo predito, um percentual semelhante de 77% foi observado no estudo 

mencionado anteriormente da bactéria Coxiella burnetti (Fontes, 2021).  

Considerando os indivíduos respondedores para as termolisinas no geral 73% 

dos indivíduos responderam para esse grupo de proteínas e 39% dos pacientes 

reativos para leptospirose responderam para Sph2. Isso pode indicar que uma 

combinação de epítopos bem formulada pode aumentar a resposta dos indivíduos 

para esses epítopos preditos, podendo ser utilizados em construções de diferentes 

formulações vacinais e reativos diagnósticos, embora vacinas peptídicas terem se 

mostrado menos imunogênicas que outras vacinas, algumas etapas no 

desenvolvimento delas, são essenciais para contornar essa desvantagem (Kalita, 

2022). 

De acordo com os resultados entre a associação da resposta aos peptídeos e 

dados clínicos, como já é conhecido, hemorragia pulmonar é um sintoma que pode 

estar presente em pacientes com casos graves de leptospirose, o que traz diversas 

complicações para o paciente (BRASIL, 2014; Daher et al., 2011; Evangelista e 

Coburn, 2010; Faine, 1970; Vale et al., 2014). A presença desse sintoma, neste 

estudo foi relatada apenas nos pacientes reagentes para leptospirose conforme 

demonstra a tabela 5, de dados clínicos da população estudada. Em relação desse 

sintoma entre os indivíduos respondedores para os peptídeos e o grupo não 

respondedor, a diferença é presente na maioria dos epítopos de termolisinas, de 8, 

houve diferença para 5 deles. Através de estudos, sabe-se que esse grupo de 

termolisinas estão associadas com a capacidade de danificar tecidos (Barbosa et al., 

2009; Isaac, 2020), o que hipoteticamente pode estar associando a presença dessas 

proteínas com a hemorragia pulmonar exibida pelos pacientes que respondem a 

esses peptídeos. Em contraste com informações já conhecidas sobre a Sph2, a 

resposta para os seus epítopos preditos não apresentaram diferença significativa 

entre seu grupo respondedor e não respondedor para hemorragia pulmonar 

(Narayanavari et al., 2015). 

Para os sintomas icterícia e insuficiência renal, não observamos diferenças 

significativas entre o grupo respondedor e não respondedor para os peptídeos, 

apenas entre o grupo respondedor e controle. Após esses resultados, esse epítopos 

parecem não estar envolvidos com ambos os sintomas. 

. 
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Em relação a frequência de óbitos houve diferença para dois epítopos da 

termolisina LIC10715, e um da Sph2, como mencionado antes ambas relacionadas 

com a patogênese da doença sendo a primeira relacionada com danos aos tecidos e 

modulação da resposta imune (Barbosa et al., 2009; Isaac, 2020) e a segunda 

envolvida com complicações hemorrágicas (Narayanavari et al., 2015). Hemorragias 

podem estar presente em pacientes com leptospirose grave, e quando há presença 

desse sintoma as chances de letalidade da doença aumentam significativamente 

(BRASIL, 2014), corroborando com os resultado da análise de frequência de 

hemorragia pulmonar os mesmos epítopos da LIC1075 da análise de óbito tiveram 

também diferenças significativa com os grupos não respondedores e controle. 

Após esses resultados,  a utilização da vacinologia reversa, para identificação 

de epítopos para compor construções de vacinas peptídicas contra leptospirose em 

humanos, pode ser uma estratégia promissora, pois promove uma maior segurança 

e economia quando comparada com vacinologia convencional, essa técnica que foi 

empregada com sucesso para o desenvolvimento de vacinas contra outros 

microrganismos, como vírus (Bazhan et al., 2019; Kardani et al., 2020; Naz et al., 

2020), bactérias (Shah et al., 2018) e outros organismos (Kaur et al., 2020; Pandey 

et al., 2018). Em corroboração com os resultados obtidos, em 2021, Kumar et al., 

demonstram a aplicação da imunoinformática e estratégias de biologia estrutural 

para desenvolver um epítopo específico para compor uma vacina quimérica contra 

leptospirose a partir de proteínas de múltiplos domínios. 

 

 

 

.  
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7 CONCLUSÕES 

Em conclusão, dez epítopos lineares de células B foram identificados por uma 

combinação de ferramentas in silico e, confirmados como imunogênicos em 

indivíduos expostos a leptospiras patogênicas. Este foi o primeiro estudo avaliando a 

imunogenicidade de epítopos de células B lineares preditos em proteínas secretadas 

por leptospiras patogênicas usando amostras de pacientes humanos oriundos do 

Brasil. Portanto, mais estudos sorológicos sobre esses epítopos são essenciais para 

estimar sua real especificidade e sensibilidade. Atualmente, peptídeos sintéticos 

representando sequências de epítopos de células B têm demonstrado ser uma 

ferramenta valiosa como novas moléculas para diagnóstico confiável e rápido de 

doenças infecciosas com resultados promissores para leptospirose conforme 

corroborado por este estudo. Quando comparado à proteína inteira, o uso de 

peptídeos sintéticos como antígeno diagnóstico permite maior especificidade e 

reprodutibilidade sem variação de lote para lote, aliado à facilidade e baixo custo de 

produção. Além disso, atualmente, esse epítopos identificados nesse trabalho se 

mostram uma alternativa interessante para desenvolvimento de novas e eficazes 

formulações vacinais, por resultar em uma abordagem rápida, segura e econômica 

quando comparada às estratégias vacinais tradicionais. Neste cenário, embora o uso 

desta abordagem para o desenvolvimento de vacinas contra leptospirose em 

humanos seja incipiente, é uma alternativa interessante para contornar obstáculos 

frutos do amplo espectro de sorovares e diversidade antigênica de leptospiras 

capazes de infectar o homem. Nesse contexto, acreditamos que o uso da 

imunoinformática aplicada à identificação de epítopos específicos de células B seja 

uma estratégia eficaz para melhorar e acelerar a desenvolvimento de ferramentas 

diagnóstico e para a identificação de novos candidatos vacinais. 

. 
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8 PERSPECTIVAS 

A partir dos resultados obtidos, os epítopos preditos e validados se mostraram 

um caminho promissor para desenvolvimento de novas e eficazes formulações 

vacinais, com isso, como perspectiva para esse trabalho, nossa proposta é utilizar 

esse epítopos, na construção de um antígeno vacinal quimérico que será testado em 

diferentes plataformas de nova geração, visando tanto avaliar o potencial protetor da 

resposta direcionada aos epítopos utilizados, quanto comparar o perfil de resposta 

imune induzido por diferentes plataformas vacinais de nova geração baseada em 

multi-epítopos peptídicos.  
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