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RESUMO 

 

A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas do gênero Leptospira, que tem um 

impacto significativo em saúde pública com mais de um milhão de novas infecções e 59 mil 

mortes por ano, além de grandes perdas econômicas na agropecuária. A falta de uma vacina 

totalmente eficaz contra a doença é um dos principais fatores que comprometem o seu controle, 

por isso é emergencial o desenvolvimento de novas vacinas que seja capaz de superar as 

limitações das vacinais disponíveis no mercado atualmente, e que possa ser empregada em 

populações humanas globalmente. Por isso, o objetivo deste estudo foi realizar uma avaliação 

completa do perfil proteico de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, com 

caracterização in silico das proteínas desconhecidas e das proteínas com capacidade de gerar 

resposta imune para compor uma vacina multiepítopo. Para a realização da proteômica foi 

desenvolvido um protocolo simplificado de obtenção do extrato proteico seguido pela 

espectrometria de massas LTQ-Orbitrap Velos acoplado à cromatografia líquida EASY-nLC 

II. As proteínas encontradas passaram por uma avaliação ampla, como análise taxonômica para 

identificação das proteínas comuns à outras espécies e sorovares da bactéria, descrição dos 

grupos funcionais, design da estrutura tridimensional de proteínas importantes no estudo da 

Leptospira e caracterização in silico das proteínas não caracterizadas e das proteínas já 

identificadas como geradoras de resposta imune. A partir daí foram utilizados diversos 

servidores para realização das análises de imunoinformática, visando a identificação e de 

seleção das proteínas com maior potencial para alvo vacinal e subsequente seleção dos melhores 

epítopos, capazes de estimular resposta imune humoral e celular. As proteínas Loa 22, LipL32, 

Flagelina, Fator de elongação Tu e Fator de elongação Ts, tiveram sua estrutura tridimensional 

desenvolvida e validada. Dentre as proteínas selecionadas com maior potencial para alvo 

vacinal, a maioria correspondeu a proteínas não caracterizadas até então. Este estudo também 

identificou epítopos de células B, de Linfócito T Citotóxico, de Linfócito T Helper, de células 

TCD4 e indutores de IFN-γ, que foram reunidos através de um design racional para constituir 

em uma proteína quimérica multiepítopo a ser empregada como alvo vacinal com potencial 

para superar as limitações da bacterina utilizada atualmente. O estudo do perfil proteico de 

Leptospira associado a triagem de alvos vacinais, por meio da imunoinformática, resultou na 

construção de uma proteína quimérica, com características desejáveis para um imunógeno no 

processo de desenvolvimento da vacina. 

 

Palavras-chave: Leptospira spp. Proteoma. Imunoinformática. 



 

 

ABSTRACT 

 

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes of the Leptospira genus, which causes a 

significant impact on public health, with more than one million new infections and 59,000 

deaths each year, moreover major economic losses in agriculture. Lack of an fully effective 

vaccine against the disease is one of the main factors that compromise its control, so it is urgent 

to develop new vaccines that is able to overcoming the limitations of vaccines currently 

available, that can be used in human populations globally. Therefore, the aim of this study was 

to fully evaluate the protein profile of Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain M20, 

with in silico characterization of uncharacterized proteins and proteins that is able to induce 

immune response and compose a subunit vaccine. To perform proteomics, a simplified protocol 

for obtaining protein extract was developed followed by mass spectrometry LTQ-Orbitrap 

Velos coupled to liquid chromatography EASY-nLC II. The proteins found undego a full 

evaluation, like a taxonomic analysis to identify common proteins to other species and serovars 

of the bacterium; description of functional categories; design of the three-dimensional structure 

of important proteins in the Leptospira study and in silico characterization of uncharacterized 

proteins and proteins already identified as induce an immune response. Then, many servers 

were used to perform immunoinformatics analysis, aiming to identify and select the proteins 

with the major potential for vaccine target and subsequent selection of the best epitopes able to 

stimulating humoral and cellular immunity. Proteins Loa 22, LipL32, Flagellin, Elongation 

fator Tu and Elongation fator Ts had their three-dimensional structure developed and validated. 

Among the selected proteins with the major vaccine target potential, most are uncharacterized 

proteins until then. This study also identified epitopes of B cell, of cytotoxic T lymphocyte, of 

helper T lymphocyte, of TCD4 cell and of IFN-γ inducers. This epitopes have been assembled 

through rational design to constitute a multi-epitope chimeric protein that can be used as a 

vaccine target with potential for overcome the bacterin limitations. The detailed study of 

Leptospira protein profile associated with the screening of vaccine targets by 

immunoinformatics resulted in the design of a chimeric protein, with desirable characteristics 

for an immunogen in the vaccine development process. 

 

Keywords: Leptospira spp. Proteome. Immunoinformatics 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma das zoonoses de maior ocorrência em todo o mundo, 

principalmente nos países com clima subtropical ou tropical, como o Brasil, pelo fato de as altas 

temperaturas e a umidade favorecerem a sobrevivência da bactéria no ambiente. Além disso, as 

estações com maior pluviosidade estão relacionadas ao aumento de casos da doença (ADLER; 

MOCTEZUMA, 2010; ESCÓCIO et al., 2010; FÁVERO et al., 2017). 

Trata-se de uma enfermidade infecciosa causada por espiroquetas da família 

Leptospiraceae que acomete uma grande diversidade de seres vivos como animais silvestres, 

domésticos e o homem, sendo caracterizada pela infecção de múltiplos órgãos. As alterações 

renais, hepáticas, miocardite e hemorragia pulmonar são sintomas frequentemente observados, 

porém, os aspectos clínicos e a severidade da doença variam de acordo com a espécie infectada 

e o sorovar de Leptospira infectante (MARINHO, 2008). 

Do ponto de vista epidemiológico, o Rattus norvegicus é o principal reservatório da 

Leptospira, mas animais domésticos e silvestres também podem albergar a bactéria nos túbulos 

renais, longe da ação dos anticorpos, e eliminá-las por longos períodos na urina. Por isso, esses 

animais são importantes na transmissão da doença e na manutenção da bactéria no ambiente 

(ADLER; MOCTEZUMA, 2010; FAINE et al, 1999). 

A incidência mundial da leptospirose humana supera 1 milhão de novas infecções, 

acarretando cerca de 59.000 mortes por ano (COSTA et al., 2015). Em relação à saúde animal, 

as consequências da doença estão relacionadas principalmente às perdas econômicas, uma vez 

que acomete cães e animais de produção, como bovinos, equinos, suínos, caprinos e ovinos 

causando falhas reprodutivas, queda na produção de leite e mortes (ELLIS, 1990; PIRES, 2010; 

PAIXÃO et al., 2016). 

A falta de vacinas e tratamentos eficientes contra a leptospirose, bem como a existência 

de hospedeiros assintomáticos que disseminam a bactéria no ambiente e a falta de saneamento 

básico está aumentando a carga dessa doença no mundo. As vacinas utilizadas não mudaram 

muito nos últimos anos e são compostas pela bactéria inteira inativada, sendo a principal forma 

de prevenção nos animais e em alguns países, em populações humanas (DELLAGOSTIN et al., 

2017; LATA et al., 2018). 

As limitações das vacinas disponíveis como reações adversas, falta de imunidade 

cruzada entre os sorovares e o curto prazo de proteção, tornam seu uso insatisfatório no mercado 

veterinário e impedem que ela seja empregada globalmente em humanos, mesmo acreditando-
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se que a vacinação de populações humanas seja a estratégia mais viável para o controle da 

doença nesta espécie (ELLIS, 2015; ADLER, 2015; LATA et al., 2018). 

Por isso, existem diversas pesquisas que buscam o desenvolvimento de uma nova vacina a 

partir de uma subunidade proteica ou pela construção de proteínas com epítopos imunogênicos 

conhecidos (DELLAGOSTIN et al., 2017; FERNANDES et al., 2017; FOOKOLAEE et al., 

2020; FORTES et al., 2020; LATA et al., 2018; LATA et al., 2020).  

As proteínas realizam a maioria das funções fisiológicas das células. Em relação às células 

bacterianas, especificamente Leptospira, o estudo aprofundado de suas proteínas é fundamental 

para a compreensão dos mecanismos de virulência, patogenicidade e antigenicidade, bem como 

para o emprego dessas moléculas como alvos vacinais (EMIDIO et al., 2015; FORTES et al., 

2020). 

As pesquisas em vacinologia utilizam amplamente o sorovar Copenhageni, de L. 

interrogans, pelo fato de ter sido uns dos primeiros a ter seu genoma sequenciado 

(NASCIMENTO et al., 2004), o que abriu caminho para diversos estudos sobre leptospirose 

utilizando este sorovar. Além disso, é um dos sorovares mais patogênicos para humanos e 

animais domésticos (WHO, 2003; ADLER, 2015). 

Estudos do proteoma de Leptospira vêm sendo realizados, utilizando tecnologias mais 

modernas como a espectrometria de massas (MS) e uma diversidade de amostras para 

desvendar aspectos clínicos da doença (ESHGHI et al., 2015; NASCIMENTO FILHO et al., 

2018). 

Paralelamente a estes avanços, a imunoinformática tem sido empregada extensivamente no 

desenvolvimento de vacinas, apresentando alto nível de confiança na predição de imunógenos 

eficazes a partir de bancos de dados de genomas e proteomas (DELLAGOSTIN et al., 2017; 

FOOKOLAEE et al., 2020; LATA et al., 2018; LATA et al., 2020). 

Considerando a crescente demanda por novas vacinas contra leptospirose, o objetivo deste 

estudo foi avaliar do perfil proteico de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, 

com design das estruturas tridimensionais de proteínas importantes, caracterização in silico das 

proteínas desconhecidas e das proteínas com capacidade de gerar resposta imune, além de 

empregar ferramentas de imunoinformática para identificação e seleção de peptídeos 

antigênicos e imunogênicos a fim de desenvolver o protótipo de uma nova vacina multiepítopo 

para populações humanas que supere as limitações da bacterina. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Leptospirose 

 

A Leptospirose é uma zoonose cosmopolita, que tem como agente etiológico os 

membros patogênicos do gênero Leptospira.  Este gênero é composto por 22 espécies, dividas 

em 3 grupos de acordo com o seu potencial patogênico, sendo o grupo 1 as espécies patogênicas 

que causam doença grave como L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. santarosai, 

L. noguchii, L. Alexanderi, L. kmetyi, L. weilii, L. mayott e L. alstoni. O segundo grupo é 

composto por Leptospiras com importância patogênica intermediária como L. wolffii, L. 

licerasiae, L.fainei, L. broomii e L. inadai.  Ao terceiro grupo pertencem as Leptospiras não 

patogênicas, ou seja, que não são capazes de causar a doença, sendo elas: L. biflexa, L. idonii, 

L. terpstrae, L. meyeri, L. vanthielii, L. wolbachiisaprophytes e L. yanagawae (PUCHE et al., 

2018). 

 As Leptospiras são bactérias pertencentes à família Leptospiraceae da ordem 

Spirochaetales, possuem formato helicoidal, são móveis, medem 6-25µm de comprimento por 

0,2µm de diâmetro, e apresentam temperatura ideal de crescimento entre 28 e 30°C (ADLER, 

2015). 

A patogenicidade da Leptospira está associada à presença das imunoglobulinas 

leptospirais (Lig), que são moléculas expostas à superfície apenas das espécies patogênicas e 

associadas à capacidade de evasão do sistema imune do hospedeiro. As Leptospiras patogênicas 

apresentam diversas características que lhe conferem capacidade de invasão, disseminação e 

permanência no hospedeiro, como a capacidade de adesão a algumas células (fibroblastos, 

células endoteliais, monócitos e macrófagos) e componentes da matriz extracelular (colágeno 

tipo I e IV, laminina, fibronectina, elastina). Além disso, a bactéria consegue evadir os 

mecanismos de defesa inata do hospedeiro, inativando o sistema complemento, que caracteriza 

a primeira linha de resposta imune do organismo invadido pelas bactérias (MIRAGAIA, 2016).  

As Leptospiras patogênicas possuem ainda uma proteína, a hemolisina, que é capaz de 

romper a membrana de hemácias, liberando quantidades de ferro fundamentais para 

sobrevivência de algumas cepas da bactéria (WANDERSMAN et al., 2000). 

Após a penetração do agente no hospedeiro, inicia-se a leptospiremia, fase aguda da 

doença onde ocorre disseminação da bactéria pela corrente sanguínea. Posteriormente as 

Leptospiras direcionam-se para o fígado e os rins. Quando ocorre a colonização renal, as 
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bactérias são eliminadas na urina e contaminam o ambiente, constituindo uma fonte de novas 

infecções; como ocorre com os hospedeiros de manutenção, que são cronicamente infectados e 

eliminam bactérias viáveis (LEVETT, 2001; ADLER; MOCTEZUMA, 2010; ADLER, 2015). 

 Após a fase de leptospiremia, a bactéria se estabelece em determinados órgãos do 

hospedeiro e inicia-se a fase imune, onde há a produção de anticorpos anti-Leptospira 

(LEVETT, 2001). A eliminação de Leptospiras na urina ocorre entre 7 a 10 dias após o início 

da infecção, sendo que esta eliminação é maior nos primeiros meses de infecção (ACHA; 

SZYFRES, 2001). 

A infecção por Leptospira afeta uma grande diversidade de mamíferos, incluindo 

animais domésticos e selvagens, e as manifestações clínicas variam entre as diferentes espécies 

e de acordo com o sorovar infectante. A transmissão ocorre, principalmente, pelo contato da 

pele ou mucosas com urina, água ou solo contaminados, destacando-se os roedores como os 

principais hospedeiros deste patógeno (LEVETT, 2001; ADLER, 2015), conforme mostra a 

figura 1. 

 

Figura 1 – Ciclo de transmissão da leptospirose. 

 

 

Fonte: Abdalla (2019). 

 

Trata-se de uma das zoonoses que mais ocorrem mundialmente, destacando-se os países 

com clima subtropical ou tropical, pois fatores como temperatura, umidade e pluviosidade 
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característicos favorecerem a sobrevivência da Leptospira no ambiente (ADLER; 

MOCTEZUMA, 2010; ESCÓCIO et al., 2010; FÁVERO et al., 2017). 

O método de referência para o diagnóstico da leptospirose é o teste de soro aglutinação 

microscópica (MAT), um teste indireto que detecta anticorpos contra a bactéria. O MAT indica 

o sorogrupo de Leptospira que causou a infecção a apresenta boa especificidade, uma vez que 

os anticorpos contra outras bactérias geralmente não reagem de forma cruzada com Leptospira 

(OIE, 2014). 

Dentre as limitações do MAT, destaca-se a incapacidade de diagnóstico precoce, na fase 

aguda da doença, pelo fato de que os anticorpos começam a surgir de 7 a 10 dias após a infecção, 

fazendo com que a detecção da doença ocorra apenas no final da fase aguda. Outra desvantagem 

é que o teste não indica se a infecção é ativa, a não ser que o título de anticorpos alcançado seja 

alto ou se faça sorologia pareada. Além disso, o MAT não é capaz de diferenciar os anticorpos 

resultantes da infecção ou da vacinação, o que pode gerar resultados falsos positivos (ELLIS, 

1994; AHMED et al., 2009; ADLER; MOCTEZUMA, 2010). 

Outras técnicas de diagnóstico disponíveis são os testes sorológicos de Ensaio de 

Imunoadsorção Enzimática (ELISA), o isolamento de Leptospiras a partir de amostra clínica 

por cultivo bacteriológico e métodos moleculares como a PCR (SOARES, 2018). 

A vacinação é a principal ferramenta de controle da leptospirose animal, induzindo a 

produção de anticorpos contra os sorovares presentes na vacina, embora a proteção heteróloga 

entre sorovares do mesmo sorogrupo possa ocorrer, não existe a proteção cruzada entre 

diferentes sorogrupos (CORTESE, 2014; MARTINS; LILENBAUM, 2017). Além disso, as 

bacterinas utilizadas atualmente apresentam curto prazo de proteção, por isso, diversas 

pesquisas buscam o desenvolvimento de uma nova vacina a partir de uma subunidade proteica 

ou pela construção de proteínas com epítopos imunogênicos conhecidos (DELLAGOSTIN et 

al., 2017). 

Além da vacinação, o controle da leptospirose deve-se basear na eliminação dos fatores 

de risco para a doença, como a presença de roedores (DE ALMEIDA et al., 2016); e no 

tratamento dos animais doentes com antibioticoterapia (ADLER, 2015). 

 

2.2 Proteômica aplicada à Leptospira 

 

 A proteômica é o estudo do conjunto de proteínas identificadas de um determinado 

organismo, sendo possível observar as mudanças na expressão proteica em resposta a um 
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determinado ambiente, seja dentro ou fora do organismo do hospedeiro, em diferentes 

condições de infecção, diferentes tecidos ou fluidos corporais (BARBOSA et al., 2012). Nas 

pesquisas com Leptospira, a proteômica é uma ferramenta que auxilia na compreensão das 

características fisiopatológicas desse microrganismo, que ainda não são totalmente 

compreendidas (NASCIMENTO FILHO et al., 2018). 

A identificação de proteínas que são super expressas por cepas patogênicas sob 

condições que mimetizam a infecção, indicam candidatos potenciais para o desenvolvimento 

de vacinas e também para diagnóstico clínico (THONGBOONKERD, 2008). Em um estudo 

pioneiro, autores relataram que ocorreu um aumento significativo na expressão da OMP (outer 

membrane protein) Loa22 durante a infecção aguda em porquinhos da índia quando 

comparados a outras OMPs (NALLY et al., 2007). 

Vieira et al. (2009) avaliaram o perfil proteico de cepa virulenta de L. interrogans 

sorovar Pomona, proveniente de rim e fígado de hamster infectado e identificaram como OMP 

leptospirais mais prevalentes a OmpL1, LipL21, LipL31, LipL32 / Hap-1, LipL41, LipL45, 

LipL46, LruA / LipL71 e proteína semelhante a Loa22. 

A proteína Lsa63 foi identificada apenas em condições de virulência, a mesma contém 

um domínio p83 / 100 que é conservado em antígenos amplamente distribuídos em 

espiroquetas. Para esta proteína foi apontada a função de mediar a adesão leptospiral aos 

componentes da matriz extracelular laminina e colágeno tipo IV, provavelmente mediando as 

interações patógeno-hospedeiro durante a infecção (VIEIRA et al., 2010). 

Outra proteína identificada na superfície externa de Leptospira foi o fator de 

alongamento Tu, relacionado à virulência com função de ligação ao plasminogênio e fator H 

(WOLFF et al., 2013). Essa mesma proteína já foi identificada por Vieira et al. (2009) em 

múltiplas isoformas, com diferentes localizações e funções. Essas diferentes isoformas 

possivelmente refletem as modificações pós-traducionais, que acarretam localizações e funções 

diferentes da proteína (NASCIMENTO FILHO et al., 2018). 

Em relação à metodologia de obtenção do proteoma de Leptospira, Malmstrom et al. 

(2009) publicaram um trabalho utilizando a cepa L1-130 virulenta de L. interrogans sorovar 

Copenhageni, com uma técnica que combinou 3 métodos proteômicos baseados em 

espectrometria de massas, identificando 2221 proteínas. Este estudo juntamente com Vieira et 

al. (2014) e Teixeira et al. (2015) validaram muitas OMP hipotéticas e atribuíram a função de 

ligação a componentes da matriz extracelular, com um papel na adesão e colonização das 

células do hospedeiro. 
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Haake e Matsunaga (2010) relataram que as proteínas mais abundantes da membrana 

externa de Leptospira expostas à superfície são lipoproteínas que estão integradas na bicamada 

lipídica por ácidos graxos amino-terminais, e demonstraram outros aspectos da membrana 

leptospiral, conforme mostra a figura 2. Além disso, apontaram que as proteínas de repetição 

do tipo imunoglobulina leptospiral (Lig) são fortemente induzidas pela osmolaridade e são 

mediadoras das interações com as proteínas da matriz extracelular do hospedeiro.  

 

Figura 2 - Arquitetura da membrana leptospiral. A membrana externa da Leptospira contém 

uma mistura de lipopolissacarídeos, lipoproteínas expostas à superfície e proteínas 

transmembrana. As lipoproteínas de membrana externa mais abundantes são LipL32 e 

Loa22. Loa22 pode conter um novo segmento transmembrana conectando seus domínios de 

ligação ao peptidoglicano periplasmático e exposto à superfície. Os flagelos periplasmáticos 

(PF) estão localizados no periplasma. FecA é um receptor dependente de TonB para citrato 

férrico e aerobactina. TolC forma um canal de efluxo com bombas ATPase na membrana 

citoplasmática 

 

Fonte: Haake; Matsunaga (2010). 
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Em um estudo posterior que revisou os diferentes tipos de proteínas da membrana 

externa de Leptospira, mais estruturas foram incorporadas à arquitetura da membrana externa 

leptospiral, conforme mostra a figura 3. 

 

Figura 3 - A arquitetura da membrana externa da Leptospira possui duas membranas, onde a 

membrana externa não está ligada à camada de peptideoglicano e o espaço periplasmático 

contém o flagelo. A membrana externa contém LPS, lipoproteínas, proteínas transmembrana e 

proteínas de membrana externa periféricas. A membrana interna contém vários sistemas de 

transporte, peptidase de sinal de lipoproteína (SPaseI e SPase II), Lol Pathway, LipL31 e 

proteínas de ligação à penicilina (PBPs).  

 

 

Fonte: Raja; Natarajaseenivasan (2015). 

 

O proteoma extracelular de L. interrogans sorovar Lai detectou 66 proteínas por MS / 

MS, 33 das quais foram previstas como proteínas extracelulares por análise de bioinformática. 

As proteínas extracelulares desempenham um papel importante na patogenicidade da 

Leptospira. Dessas 33 proteínas identificadas, 15 foram reguladas positivamente e 2 foram 

reguladas negativamente in vivo. Os autores sugeriram que o proteoma extracelular é 

complementar a outros estudos proteômicos, permitindo estudar proteínas possivelmente 
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relacionadas ao processo de infecção, auxiliando na escolha de alvos vacinais ou para testes de 

diagnóstico (ZENG et al., 2013). 

Humphrsim et al. (2012) realizaram um estudo para caracterizar o proteoma do sorovar 

Canicola e compará-lo com os sorovares de Copenhageni e Pomona. Na metodologia foi 

empregada a técnica 2D-LC/MS que identificou 1653 proteínas no sorovar Canicola, sendo 60 

dessas comuns a Copenhageni e Pomona, e 16 já relatadas na literatura como 

imunogênicas. Este estudo foi o primeiro a relatar o proteoma do sorovar Canicola e os autores 

sugeriram que a comparação proteômica de diferentes sorovares pode ser usada para a 

identificação de novas moléculas-alvo para o desenvolvimento de vacinas. 

Zeng et al. (2015) caracterizaram o subproteoma de 2 cepas vacinais com virulência 

moderada (sorovares Canicola e Hebdomadis) para identificar proteínas expostas à superfície e 

comparar com uma cepa vacinal altamente virulenta (sorovar Lai). Eles detectaram 122 

proteínas únicas expostas à superfície e destas, 10 proteínas altamente conservadas 

compreendendo 2 antígenos de reação cruzada conhecidos, (LipL32 e LA_3469) e outros dois 

novos antígenos (LA_0136 e LA_0505) que apresentaram imunorreatividade conservada entre 

15 sorovares epidêmicos na China. Além disso, muitos fatores de virulência foram detectados 

nessas proteínas expostas à superfície identificadas, como Loa22, LipL32, LenC, LenF e 

OmpL37. 

Monahan et al. (2008) compararam Leptospiras eliminadas na urina de ratos infectados 

com Leptospiras cultivadas in vitro para compreender as interações patógeno-hospedeiro, 

sendo que o perfil proteico foi diferente entre as amostras. Aparentemente, as proteínas são 

reguladas negativamente em portadores crônicos assintomáticos, evitando a depuração pelo 

sistema imune, facilitando sua persistência nos túbulos renais. Esses achados ajudam a elucidar 

os mecanismos da infecção crônica. 

Análises do proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni foram realizadas para 

comparar bactérias atenuadas em cultivo com bactérias submetidas à privação de ferro e à 

presença de soro. Como resultado foram identificadas 563 proteínas, e os autores mostraram 

que ocorrem modificações no perfil proteico da bactéria submetida à condições de infecção, o 

que indicou prováveis fatores de virulência (ESHGHI et al., 2009). 

Cao et al. (2010) utilizaram dados proteômicos comparados com dados de predição 

computacional a partir do genoma de L. interrogans serovar Lai, com o objetivo de realizar 

uma reanotação do genoma mais real, considerando as modificações pós-traducionais nas 

proteínas. Dentre estas modificações foram observadas, fosforilação, acetilação e metilação, 

indicando a presença de mecanismos de modificação semelhantes aos eucariotos, 
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provavelmente pela evolução da bactéria como patógeno de mamífero, o que abre perspectivas 

para a busca de candidatos terapêuticos.  

Zhong et al. (2011) também utilizaram a combinação de genômica e proteômica para 

comparar cepa virulenta e não virulenta de L. interrogans sorovar Lai. Os resultados revelaram 

que alterações na expressão proteica ou mutações em genes importantes, como os que codificam 

Ser/Thr quinase, proteína CstA de privação de carbono, glutamino-sintetase, proteína ligante 

de GTP BipA, ribonucleotídeo difosfato redutase e transportador de fosfato, juntamente com a 

modificação translacional de lipoproteínas ou OMPs devem contribuir para a atenuação da 

virulência. 

Nally et al. (2017) avaliaram o proteoma de célula inteira para comparar a Leptopsira 

em condição de virulência ou atenuação e descreveram que as modificações pós-traducionais 

das proteínas, como metilação e acetilação, acontecem em resposta à infecção. Esses estudos 

são importantes para investigar os processos regulatórios da Leptospira patogênica para 

adaptação ao hospedeiro durante a infecção. 

Srivastava et al. (2012) empregaram a protêmica para analisar as alterações que ocorrem 

no soro de paciente humano infectado com Leptospira, sendo observada a expressão diferencial 

de várias proteínas séricas em comparação ao soro de pessoas saudáveis e a investigação dessas 

proteínas pode elucidar a fisiopatologia da leptospirose, além de serem um alvo em potencial 

para o diagnóstico da doença. 

Lessa-Aquino et al. (2015) demonstraram que uma abordagem em todo o genoma de 

Leptospira interrogans fornece uma base empírica para prever e classificar antígenos proteicos 

que geram anticorpos, baseados em características proteômicas estruturais, físicas e funcionais. 

Os resultados indicaram que 5% do proteoma de Leptospira corresponde a antígenos que 

induzem resposta de IgM ou IgG. Os autores discutiram que montar uma resposta imunológica 

contra um número reduzido de antígenos pode ter a vantagem de minimizar o consumo de 

energia e evitar uma reação inflamatória inata exacerbada. 

Embora várias proteínas, inclusive as identificadas na proteômica, tenham sido testadas 

em modelos animais para leptospirose, ainda não foi alcançada uma vacina de amplo espectro 

que confira proteção cruzada entre os sorovares. Além disso, os avanços em imunoproteômica 

ainda são discretos, sendo que poucas proteínas super expressas em condições de infecção 

foram identificadas, e não houve progresso nessa direção. Há tendência de que os métodos 

proteômicos sem gel ganharão importância no projeto de proteomas em grande escala devido 

aos melhores resultados alcançados. Iniciativas proteômicas para compreender melhor diversos 
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aspectos da Leptospira e da leptospirose ainda são necessários (NASCIMENTO FILHO et al., 

2018). 

 

2.3 Vacinologia: a busca por candidatos à vacina contra leptospirose 

 

As vacinas disponíveis comercialmente contra a leptospirose não mudaram muito nos 

últimos anos e são produzidas a partir de preparações de células inteiras inativadas (bacterinas) 

ou extratos de membrana celular. Essas vacinas geram vários efeitos colaterais e a maior parte 

destina-se ao uso animal, embora alguns países tenham aprovado bacterinas para uso humano 

(MCBRIDE et al., 2005; DELLAGOSTIN et al., 2017; LATA et al., 2018). 

  A bacterina gera uma resposta imunológica humoral baseada no LPS leptospiral, que é 

um antígeno que não induz a produção de células de memória por ser timo-dependente, desta 

forma a imunidade produzida pela bacterina possui curto prazo de duração sendo necessário 

reforço periódico. Além disso, a variabilidade imunogênica do LPS leptospiral faz com que a 

bacterina induza proteção específica contra os sorovares presentes na sua formulação, não 

ocorrendo a proteção cruzada contra outros sorovares (HAAKE; LEVETT, 2015). 

Já está estabelecida mundialmente a vacinação de cães, bovinos e suínos, utilizando 

bacterinas que incluem os sorovares mais frequentes em cada região, ou isolados locais quando 

for possível. Para que este sistema seja mantido são necessários estudos constantes de 

monitoramento dos sorovares presentes ou emergentes em cada região (ELLIS, 2015; DA 

CUNHA et al, 2016). 

Nos últimos anos, as pesquisas se direcionaram para a identificação de antígenos para o 

desenvolvimento de vacinas recombinantes (DELLAGOSTIN et al, 2011; LATA et al., 2018; 

OLIVEIRA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2018; FORTES et al., 2020) e apesar dos progressos 

alcançados, o desenvolvimento de uma vacina que gere imunidade cruzada entre os diferentes 

sorovares permanece indefinido. 

A tecnologia mais avançada utilizada na produção de vacinas é a vacinologia reversa. É 

realizado o sequenciamento do genoma do agente, a avaliação de suas proteínas, preditas 

através da bioinformática e então determinada a posição provável das proteínas dentro do 

microrganismo. Por fim, é avaliada sua capacidade teórica de gerar resposta imunológica. A 

partir daí, os peptídeos selecionados podem ser sintetizados ou expressos em vetores para a 

comprovação de sua real capacidade de induzir imunidade em animais (ADU-BOBIE et al., 

2003; DELLAGOSTIN et al., 2017). 
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O primeiro estudo contendo uma vacina de subunidade recombinante contra 

leptospirose foi utilizando as proteínas OmpL1 e a LipL41, como resultado elas geraram 

proteção contra o desafio com L. kirschneri sorovar Grippotyphosa (HAAKE et al., 1999). 

Porém, nenhum estudo foi capaz de comprovar que essa combinação de proteínas consiga 

induzir imunidade cruzada e esterilizante contra a doença (DELLAGOSTIN et al., 2017). 

A proteína mais estudada como potencial candidata para compor uma vacina de 

subunidade é a LipL32. Sabe-se que é a proteína mais abundante da bactéria e está altamente 

conservada em todas as leptospiras patogênicas (HAAKE et al., 2004; MALMSTROM et al., 

2009). Quanto à sua localização, já foi descrita como componente da membrana externa 

(HAAKE et al., 2000), exposta à superfície da bactéria (GUERREIRO et al., 2001) e também 

subcelular - no folheto interno da membrana externa (PINNE; HAAKE, 2013), sendo atribuída 

a ação de ligação a componentes da matriz extracelular (HAUK et al., 2008). A expressão da 

LipL32 foi detectada em condições de infecção (CAIMANO et al., 2014), mas o estudo de 

Murray et al. (2009) mostrou que a deleção do gene que codifica esta proteína não interferiu na 

virulência bacteriana, não sendo necessária para a infecção aguda ou crônica por L. interrogans.  

Como subunidade de uma vacina recombinante a LipL32 já foi amplamente avaliada 

com diferentes adjuvantes, sendo que todos os resultados obtidos mostraram que a proteína foi 

incapaz de gerar proteção contra a leptospirose (DELLAGOSTIN et al., 2017). 

As imunoglobulin-like proteins (Lig) A e B, foram as subunidades que demonstraram 

resultados mais promissores em vacinologia reversa contra Leptospira. Essas proteínas 

possuem uma porção N-terminal altamente conservada que se mostrou imunogênica em 

condições de infecção (MATSUNAGA et al., 2003). Tanto LigA quanto LigB demonstraram a 

capacidade de gerar proteção em modelo animal (CAO et al., 2011), com resultados mais 

consistentes para Lig A (BRANGER et al., 2001; SEIXAS et al., 2007). Porém, LigA está 

presente em apenas 3 espécies de Leptospira (interrogans, alstonii e kirschneri) o que impede o 

estabelecimento de uma proteção estendida para as demais espécies da bactéria. 

Para o avanço da vacinologia reversa, o sequenciamento do genoma das diferentes 

espécies de Leptospira é fundamental, pois fornece informações sobre as subunidades que 

poderão ser empregadas na vacina e também sobre os fatores de virulência conservados, que 

são essenciais para o desenvolvimento de vacinas recombinantes. É importante também, que a 

função desses fatores de virulência identificados esteja bem estabelecida, assim como seu 

potencial imunogênico (DELLAGOSTIN et al., 2017). 

No estudo de Picardeau et al. (2008) comparou-se os genomas de L. biflexa e L. 

interrogans (espécies não patogênica e patogênica, respectivamente) e observaram que 78% 
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das proteínas expressas exclusivamente pela espécie patogênica, não possuíam função 

estabelecida. Nos últimos anos, o percentual dessas proteínas desconhecidas no genoma vem 

diminuindo, devido aos avanços em bioinformática com algoritmos capazes de atribuir função 

a estas moléculas. Porém muitas proteínas de Leptospira com papéis potencialmente 

importantes na patogenicidade e adaptação ao hospedeiro continuam não caracterizadas, sendo 

que tecnologias como CRISPR (Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente 

Interespaçadas), podem ser úteis nessa caracterização (FOUTS et al., 2016). 

Diversos estudos que testaram a capacidade de proteção de proteínas (OMP) em 

modelos animais, utilizando a vacinologia reversa, não obtiveram eficácia ou proteção 

significativa (ATZINGEN et al., 2010; CHANG et al., 2007; YAN et al., 2010). 

Hartwig et al. (2011) selecionaram 8 lipoproteínas recombinantes, sendo que 7 delas 

foram capazes de induzir resposta significativa de IgG em camundongos Balb-C, porém o 

desafio letal com Leptospira não foi realizado para avaliar a capacidade protetora dessas 

lipoproteínas. 

Dando continuidade a este estudo, Hartwig et al. (2013) avaliaram a capacidade 

protetora da proteína LemA, que apresentou proteção significativa, com 88% de sobrevivência 

dos hamsters desafiados, e embora a infecção sub-letal tenha ocorrido nos animais 

sobreviventes, LemA demonstrou ser uma candidata em potencial para a vacina. 

Uma utilização ampla da vacinologia reversa aplicada à Leptospira foi realizada por 

Murray et al. (2013), onde foram avaliadas 238 proteínas recombinantes, e nenhuma das 

combinações dessas proteínas foi protetora contra a infecção em hamsters, mesmo 70% delas 

sendo imunogênicas. Destaca-se que várias proteínas (Lig B, LipL41, LipL32) que sabidamente 

induzem resposta imune parcialmente protetora, não impediram a colonização renal. 

Nenhuma vacina de subunidade, utilizando OMP, induziu imunidade estéril até o 

momento. Os progressos obtidos nos estudos do genoma, transcriptoma e proteoma de 

Leptospira spp. são fundamentais para uma seleção mais precisa de antígenos com potencial 

para compor uma vacina de subunidade contra leptospirose (DELLAGOSTIN et al., 2017). 

Porém o potencial vacinal promissor de Lig foi demonstrado recentemente em um 

estudo de Silveira et al. (2018), que avaliou a imunidade protetora induzida pela proteína 

recombinante LigBrep em hamsters. A LigBrep corresponde aos domínios repetitivos das 

porções N-terminal de Lig A e LigB, que apresentam 100% de identidade. Como resultado 

deste estudo, LigBrep apresentou eficácia de 100% assim como a bacterina usada como 

controle, e ambas induziram imunidade esterilizante frente ao desafio homólogo. Quanto às 

subclasses de anticorpos, LigBrep induziu resposta mista com Th1 e Th2, caracterizada pela 
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presença de IgG1 e IgG2, enquanto a bacterina induz resposta apenas por Th1, caracterizada 

pela presença de IgG2.  

Um aprofundamento no estudo da proteína recombinante LigBrep faz-se necessário para 

avaliação mais apurada da imunidade esterilizando, por meio da bacteriologia (SILVEIRA et 

al., 2018); avaliação da capacidade protetora frente ao desafio heterólogo e o tempo de duração 

da imunidade induzida. 

 

2.4 Resposta imune à Leptospira 

 

 A infecção causada por Leptospira depende de vários fatores, que ainda não são 

totalmente conhecidos, e que variam de acordo com a espécie do hospedeiro e o sorovar 

infectante. Sabe-se que a resposta imune é ativada inicialmente por diferentes padrões 

moleculares associados à patógenos (PAMPs) que se ligam a diferentes receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) do hospedeiro, o que pode resultar em eliminação do 

patógeno e combate da infecção; progresso da infecção com colonização de alguns órgãos de 

predileção, como os rins; ou até generalização da infecção e morte do hospedeiro (ZUERNER, 

2015). 

 A leptospirose pode se manifestar de 2 formas, sendo crônica quando um sorovar 

específico infecta um hospedeiro de manutenção, onde as manifestações clínicas são discretas 

ou inexistentes; como o que ocorre na Leptospirose genital bovina (LOUREIRO, 

LILENBAUM, 2020). Já a forma aguda da doença ocorre quando há a infecção de um 

hospedeiro considerado acidental para determinado sorovar, onde as manifestações clínicas são 

mais severas causando doença grave de curso mais rápido. Observa-se que a interação 

patógeno-hospedeiro, ou seja, a espécie infectada e o sorovar infectante, são fundamentais para 

definir o curso da infecção e o tipo das manifestações clínicas que surgirão (FAINE et al, 1999). 

 Adler e Faine (1977) em um trabalho inicial, estabeleceram a importância da resposta 

imune humoral, com produção de anticorpos, no controle da infecção por Leptospira. Porém, 

além da imunidade humoral, a imunidade mediada por células também é necessária para a 

proteção contra Leptospira, e paralelamente os processos de resposta imunológica podem estar 

envolvidos em danos teciduais durante a infecção (ZUERNER, 2015). 

A maior parte dos estudos experimentais para Leptospira em modelo animal, utilizam o 

hamster sírio (Mesocricetus auratus) por serem suscetíveis à infecção aguda. Este é um fator 

limitante para o conhecimento da resposta imune à doença, principalmente na elucidação da 
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resposta imune celular, uma vez que faltam reagentes e insumos direcionados para esta espécie 

animal (DELLAGOSTIN et al., 2017). 

Estudos envolvendo infecção experimental de outros hospedeiros mamíferos, 

notadamente o gado, ajudaram a estabelecer um papel proeminente para os componentes da 

resposta imune celular no desenvolvimento de imunidade protetora, especialmente em 

hospedeiros de manutenção (BOLIN; ALT, 2001; ZUERNER et al., 2011). 

A expressão das proteínas de membrana externa nas Leptospiras patogênicas é variável 

de acordo com as condições a que bactéria está submetida, isso dificulta o reconhecimento do 

patógeno pelo organismo do hospedeiro (HAAKE et al., 1991). 

A adesão bacteriana é um fator fundamental para o estabelecimento da infecção por 

Leptospira, desde os estágios iniciais até posteriormente, quando ocorre colonização renal. Para 

isso, as Leptospiras patogênicas expressam em sua superfície, proteínas responsáveis pela 

ligação a células do hospedeiro e também a outras macromoléculas. Para que uma proteína seja 

caracterizada como adesina, é imprescindível a sua localização na superfície bacteriana 

(PICARDEAU, 2017). 

Sabe-se que as Leptospiras patogênicas são capazes de se ligar à várias células como 

fibroblastos, macrófagos, células endoteliais, células epiteliais dos rins, componentes da matriz 

extracelular como fibronectina, colágeno, laminina e elastina (PICARDEAU, 2017). Sendo um 

importante fator de evasão do sistema imune a capacidade da Leptospira de se ligar ao 

plasminogênio do hospedeiro e utilizar a plasmina para destruir componentes da matriz 

extracelular, coágulos de fibrina e clivar algumas proteínas do sistema complemente para evitar 

a opsonização (CASTIBLANCO-VALENCIA et al, 2016). 

Os antígenos localizados na membrana externa da bactéria são capazes de realizar um 

movimento lateral através da bicamada de lipídeos, isso possibilita que a bactéria se movimente 

mesmo quando está ligada ao anticorpo, um fator importante para a colonização de tecidos 

(CHARON et al. 1981). 

O LPS leptospiral é altamente imunogênico, mas nem sempre a resposta gerada é 

protetora. Além disso, a resposta imune ao LPS é sorovar-específica e dependente da interação 

sorovar-hospedeiro (ZUERNER, 2015). 

 

2.4.1 Imunidade inata 
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O hospedeiro possui uma série de receptores de reconhecimento de padrão (PRRs) que 

tem por função reconhecer os PAMPs da Leptospira e gerar vários sinais intracelulares que dão 

início à resposta imune (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010).  

Dentre esses PRRs estão o receptores Toll-like (TLRs), que são os mais estudados sobre 

o reconhecimento de Leptospira, sendo descritos como envolvidos no reconhecimento desta 

bactéria o TLR 2 e 4, embora outros tenham sido descritos no reconhecimento de outras 

espiroquetas como TLR5 (BERNARDINO et al., 2008), TLR8 (CERVANTES et al., 2011), e 

TLR7 e TLR9 (PETZKE et al., 2009). 

O estudo de Chassin et al. (2009) avaliou as funções dos TLR 2 e TLR 4 em 

camundongos, e os resultados mostraram que a ausência destes receptores acarretou menor 

sobrevivência à infecção por Leptospira, ou incapacidade de eliminar a bactéria. 

TLR 4 foi apontado como responsável pela depuração das Leptospiras no fígado e 

também por induzir a expressão de citocinas nos macrófagos, como IL-1β, IL-6 e quimiocinas 

(WANG et al., 2012). Sabe-se, por meio de um estudo conduzido em hamsters, que ocorre uma 

alta produção de citocinas inflamatórias na fase aguda da leptospirose (LOWANITCHAPAT et 

al., 2010; MATSUI et al., 2011). A IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-α foram identificados na 

infecção aguda em humanos e camundongos (WANG et al., 2012). 

Incoerências entre trabalhos que investigam os TLRs e vias de indução de citocinas 

podem indicar uma diferença da importância dos TLRs em diferentes tecidos e, principalmente, 

diferenças entre as espécies de hospedeiros no tocante à capacidade dos leucócitos em usar os 

diversos TLRs para o reconhecimento da Leptospira (ZUERNER, 2015). 

Também existem receptores de reconhecimento de padrões moleculares associados à 

danos (DAMPs), e a ligação dos PRRs a PAMPs e DAMPs dão início a cascatas de sinalização 

intracelular que desencadeiam a resposta imune inata e ajuda a direcionar a resposta imune 

adquirida (IWASAKI; MEDZHITOV, 2010). 

Os NLRs, são outro tipo de PRRs, e quando interagem com o PAMP ou DAMP 

apropriado levam à formação dos inflamassomas, que são estruturas formadas por proteínas. 

Ao serem formados, os inflamassomas ativam a caspase-1, que ativa as citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e IL-8. Caso o inflamassoma não seja devidamente regulado, o ciclo pró-

inflamatório continua, provocando danos teciduais no hospedeiro (LEEMANS et al., 2011).  

O inflamassoma NLR P3 é ativado pela interação dos TLR 2 e 4 com o LPS de 

Leptospira e está relacionado à doença renal crônica (VILAYSANE et al., 2010). Além disso, 

a glicoproteína leptospiral, que é um componente citotóxico da membra externa, também ativa 

o inflamassoma NLR P3 e células mononucleares do sangue (DIAMENT et al., 2002). 
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2.4.1.1 Resposta celular 

 

Os monócitos e macrófagos utilizam a ativação gerada pelos PRRs para fornecer 

imunidade inata ao hospedeiro no início da infecção (ZUERNER, 2015). 

A presença de LPS e hemolisinas de Leptospira estimula os macrófagos a produzir 

citocinas e faz com que aumentem a sua atividade de fagocitose (ISOGAI et al., 1990; WANG 

et al, 2012). 

O estudo de Isogai et al. (1986) provou a importância dos macrófagos na proteção contra 

a infecção por Leptospira, uma vez que a ausência da atuação dos macrófagos em camundongos 

prejudicou a eliminação da bactéria e aumentou a susceptibilidade à infecção. 

Além disso, a atuação dos macrófagos é importante para que o anticorpo realize a 

opsonização. Esse processo é importante para superar um mecanismo de evasão da Leptospira, 

no qual ela prejudica a função do macrófago ou induz apoptose dele (BANFI et al., 1982; JIN 

et al., 2009). 

O estudo de Scocchi et al. (1993) mostrou que neutrófilos de bovinos produziram dois 

peptídeos capazes de matar a Leptospira. Em outro estudo com hamsters, os neutrófilos 

formaram grandes agregados com as bactérias (ZUERNER et al., 2012). 

Ficou estabelecido a importância da relação entre o anticorpo e a resposta inata, uma 

vez que os macrófagos e as células polimorfonucleares (granulócitos, eosinófilos e neutrófilos) 

precisam do anticorpo para a fagocitose (McGRATH et al., 1984; WANG et al., 1984). 

Uma forma de comprometer o sistema imune do hospedeiro é a trombocitopenia 

causada pela Leptospira, visto que o LPS induz a agregação plaquetária, sendo as plaquetas 

responsáveis pela produção de peptídeos antimicrobianos e citocinas (COGNASSE et al., 2008) 

além de contribuírem para a formação e ativação de neutrófilos (YEAMAN, 2009). 

 

2.4.2 Imunidade Adquirida 

 

2.4.2.1 Resposta Humoral 

 

A produção de anticorpos e, portanto, células B é fundamental para a proteção contra 

Leptospira (ADLER; FAINE, 1976, 1977; FOOKOLAEE et al., 2020). 
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Os anticorpos aglutinantes de proteção que são produzidos durante a infecção são 

direcionados principalmente para o LPS bacteriano (PICARDEAU, 2017). 

O desenvolvimento de anticorpos para o LPS leptospiral tem sido a chave para a 

proteção contra a infecção letal por vários sorovares de Leptospira em diferentes espécies de 

hospedeiro, mesmo que a imunidade mediada por anticorpos anti-LPS seja limitada aos 

sorovares relacionados (ZUERNER, 2015; PICARDEAU, 2017). Porém, o fato de o LPS ser 

específico ao sorovar, impede a sua utilização em uma vacina que seja capaz de induzir 

imunidade cruzada entre diversos sorovares. 

Chassin et al. (2009) mostraram em um estudo realizado em camundongos que a 

presença do TLR4 (ativado por PAMPS de Leptospira) é necessária para a produção inicial de 

imunoglobulina M (IgM) por células B e para a depuração de leptospiras no sangue 

O desenvolvimento de anticorpos contra proteínas de Leptospira tem maior chance de 

gerar imunidade cruzada (SRIKRAM et al., 2011). 

As vacinas mais bem sucedidas até o momento são as bacterinas (compostos com a 

bactéria inteira inativada), sugerindo que uma mistura complexa de antígenos pode ser 

necessária para a proteção (ZUERNER, 2015). 

 

2.4.2.2 Imunidade mediada por células 

 

Os linfócitos B e T têm papéis importantes na resposta imune à Leptospira (ZUERNER, 

2015). 

De acordo com o estudo de Chassin et al. (2009), baseado na proteção contra o desafio 

letal com Leptospira, as células B são responsáveis pela produção de IFN-γ e depuração da 

Leptospira no fígado, e as células T fazem essa mesma função no rim. Neste estudo, 

camundongos infectados com Leptospira e deficientes de células T apresentaram maior dano 

ao tecido renal (avaliado por histologia) quando comparados a camundongos infectados 

deficientes de células B. Além disso, marcadores sorológicos de danos renais foram mais 

elevados nesses camundongos deficientes de células T. 

Esses resultados indicam que a resposta imune mediada por células, envolvendo células 

T/Th1 são importantes na resposta imune à Leptospira (CHASSIN et al., 2009; ZUERNER, 

2015). 

Um estudo realizado em bovinos, a fim de compreender a leptospirose crônica, causada 

pelo sorovar Hardjo nesta espécie, mostrou que altos títulos de anticorpos para LPS não os 
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protege da infecção pelo sorovar Hardjo (BOLIN et al., 1989). Isso acontece porque as vacinas 

disponíveis, que induzem a produção de anticorpos contra LPS, falham em induzir uma resposta 

Th1 em bovinos (NAIMAN et al., 2001b, 2002; ZUERNER et al., 2011). 

Ficou comprovado que as vacinas monovalentes com o sorovar Hardjo que impedem 

uma colonização renal significativa nos bovinos, além de estimularem a produção de 

anticorpos, induzem uma resposta imune mediada por células (BOLIN et al., 2000; BOLIN; 

ALT, 2001; ELLIS et al., 2000), com proliferação das células T CD4+ e das células Tγδ 

produzindo IFN-γ (NAIMAN et al., 2001b, 2002; BLUMERMAN et al., 2007a). 

Estudos de eficácia com vacinas que induzem este tipo de resposta (mediada por células) 

preveniram colonização renal e eliminação da bactéria na urina a curto prazo (BOLIN et al., 

2000; BOLIN; ALT, 2001; ELLIS et al., 2000; ZUERNER et al., 2011). 

Estes estudos apontam para o importante papel da imunidade mediada por células na 

proteção contra Leptospira em hospedeiros de manutenção (ZUERNER, 2015). 

A análise das células mononucleares do sangue periférico de bovinos vacinados com a 

vacina monovalente (sorovar Hardjo) e posteriormente desafiados, desvendam características 

da resposta Th1 e de células Tγδ que surgem em resposta à vacinação (NAIMAN et al., 2001a, 

b; ZUERNER et al., 2011). 

As células Tγδ de bovinos possuem em sua superfície o receptor WC1, que se liga a 

uma diversidade de PAMPs, como lipoproteínas, ácido lipoteicóico e proteínas de repetição 

rica em leucina (LOIMARANTA et al., 2009). 

Zuerner et al. (2011) identificaram em bovinos vacinados com sorovar monovalente, 

uma resposta de recall pelas células NK (CD 335+), expressando IFN-γ. Apesar das células NK 

serem geralmente consideradas como parte da resposta imune inata, nesse caso demonstraram 

capacidade de gerar uma resposta de recall a antígenos (COOPER et al., 2009). 

Outros estudos detectaram que as células T CD4+ (Th1) estimuladas pela Leptospira 

apresentam aumento na transcrição de genes que codificam funções citotóxicas e uma 

quimiocina que atrai neutrófilos (CXCL6) (BLUMERMAN et al., 2007b). 

Em pacientes humanos também foi relatada uma forte resposta de Th1 à infecção por 

Leptospira, com aumento significativo de células mononucleares de sangue periférico e 

presença de células Tγδ (DE FOST et al., 2003; BARRY et al., 2006). 

 

2.4.3 Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC) 
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O MHC é um conjunto de genes que codifica moléculas (proteínas) expressas na 

superfície das células que processam os antígenos. Sendo assim, as células apresentadoras de 

antígeno utilizam as moléculas MHC para expor o antígeno às células sensíveis a eles 

(TIZARD, 2019). 

O MHC é subdivido em 3 classes principais de genes (classe I, classe II e classe III) que 

estão agrupados em diferentes regiões do cromossomo, e os produtos expressos por cada classe 

têm distribuição e função diferentes. O MHC classe I é expresso na maioria das células 

nucleadas, funcionando como receptor para antígenos endógenos e com função de apresentar 

os peptídeos antigênicos aos linfócitos T CD8+ (citotóxicos).  O MHC classe II é expresso em 

células B, macrófagos e células dendríticas, funcionando como receptor para antígenos 

exógenos e com função de apresentar os peptídeos antigênicos aos linfócitos T CD4+ 

(auxiliares/ helper). O MHC classe III codifica um pool de proteínas que estão relacionadas à 

imunidade inata, como por exemplo o complemento (TIZARD, 2019). 

A nomenclatura das proteínas codificadas pelos alelos MHC varia de acordo com a 

espécie, por exemplo, em humanos chama-se HLA (antígeno leucocitário humano); em 

bovinos, BoLA (antígeno leucocitário bovino); em cães, DLA; em equinos, ELA e em suínos 

SLA (TIZARD, 2019). 

Em um estudo realizado por Lata et al. (2018) para a identificação de candidatos 

potenciais para o desenvolvimento de uma vacina contra leptospirose, a interação de ligação de 

epítopos de LTC (Linfócito T citotóxico) com o MHC classe I foi avaliada. Os autores 

afirmaram que os LTCs são instigadores vitais da imunidade celular e desempenham um papel 

relevante na eliminação das células infectadas. Além disso também foi realizado um estudo de 

simulação de dinâmica molecular para avaliar a estabilidade dos complexos epítopo-MHC-I 

produzidos. 

De acordo com Lazarski et al. (2005) a avaliação da ligação entre os epítopos 

selecionados e as moléculas MHC é fundamental para o desenvolvimento de uma vacina, pois 

a imunogenicidade das células T está relacionada com a força de ligação dos epítopos com a 

molécula MHC. 

O estudo de Kar et al. (2020) que buscou desenvolver uma vacina multi-epítopo contra 

o vírus SARS-CoV-2, afirmou que a vacina projetada tem a capacidade de desenvolver tanto 

resposta imune humoral quanto celular. Isso porque, quando a vacina é processada pelas células 

apresentadoras de antígeno, alguns dos epítopos antigênicos se ligam aos receptores MHC 

classe I, o que estimula o desenvolvimento das células T citotóxicas que atacam as células 

infectadas. Além disso, as células T ativadas se diferenciam em células T de memória. Da 
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mesma maneira, alguns epítopos antigênicos se ligam aos receptores MHC classe II, e 

sequencialmente as células B se diferenciam em células plasmáticas e células B de memória. 

As células plasmáticas, que são células B ativadas, produzem anticorpos neutralizantes que 

bloqueiam a interação do patógeno com a células do hospedeiro, conforme está esquematizado 

na figura 4. 

 

Figura 4 – Ativação de resposta imune humoral e celular desencadeada por vacina multi-epítopo 

contra o vírus SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Kar et al. (2020). 

 

2.5 Imunoinformática 

 

O aumento da disponibilidade de dados ômicos (genômicos, proteômicos, 

metabolômicos, entre outros) e imunológicos, juntamente com os avanços tecnológicos nos 

algoritmos computacionais têm aprimorado o desenvolvimento de vacinas, sendo este processo 
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conhecido como imunoinformática. Essa abordagem que integra diferentes metodologias 

computacionais tem tornado mais rápida e prática a identificação dos melhores imunógenos e 

os candidatos a epítopos em potencial (YANG E YU, 2009; DE GREGÓRIO; RAPPUOLI, 

2012; PATRONOV; DOYTCHINOVA, 2013).  

Por isso, a imunoinformática tem se tornado universal quando se trata do 

desenvolvimento de vacinas, permitindo o acesso a informações baseadas no genoma e 

proteoma e oferecendo alto nível de confiança na predição dos candidatos vacinais 

(DELLAGOSTIN et al., 2017).  

Recentemente, a utilização das ferramentas de imunoinformática foi extensivamente 

aceita para a triagem de imunógenos eficientes para compor novas vacinas contra doenças 

infecciosas (LATA et al., 2018). 

Desta forma, os repositórios de dados ômicos aliados a ferramentas de 

imunoinformática que irão processar esses dados de forma direcionada ao interesse da pesquisa, 

são de fundamental importância para a realização de estudos in silico, que serão úteis para guiar 

os experimentos de laboratório, e dessa forma economizam tempo e investimento financeiro 

(OLI et al., 2020). 

De acordo com Rappuoli (2000) e Soria-Guerra et al. (2015) a abordagem in silico pode 

ser positiva e capaz de fornecer diretrizes para os estudos in vivo, enquanto os métodos 

convencionais dependem do cultivo de patógenos e da extração de proteínas, sendo que o teste 

dessas proteínas em grande escala é caro e laborioso. 

Além disso, a triagem por imunoinformática reduz significativamente o número de 

vacinas candidatas e, consequentemente, o número de animais de laboratório que seriam usados 

para os testes de eficácia. A imunoinformática possibilita a identificação de todos os antígenos 

de um patógeno, favorecendo descoberta de candidatos vacinais e até melhorando as vacinas 

existentes (LATA et al., 2018; LATA et al., 2020). 

Um padrão de análises de imunoinformática foi observado recentemente no 

desenvolvimento de vacinas multiepítopo. De uma maneira geral trata-se de predição de 

epítopos de LTH (Linfócito T Helper) e LTC (Linfócito T Citotóxico); predição de epítopos 

lineares de célula B, relacionado a predição de epítopos para anticorpos; predição de epítopos 

indutores de INF-γ; análises de antigenicidade, alergenicidade e características físico-químicas 

dos epítopos; e a estabilidade de ligação dos epítopos aos receptores das células imunes 

(molecular docking) (CAN et al., 2020; DONG et al., 2020; KALITA et al., 2020; KAR et al., 

2020; SRIVASTAVA et al., 2020; UL QUAMAR et al., 2020a). 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Desenvolvimento de um protocolo simplificado para extração de proteína total de L. 

interrogans 

 

Foram utilizadas amostras de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, 

atenuada, autóctone, cedida pelo Laboratório de Bacteriologia Veterinária da Universidade 

Federal Fluminense - UFF, mantida em cultivo com meio EMJH (Ellinghausen-McCullough-

Johnson-Harris - DIFCO) enriquecido com Leptospira Enrichment EMJH - DIFCO.  

 Os cultivos permaneceram por aproximadamente 7 dias em estufa BOD a 30 ºC, até 

atingirem a concentração celular de 108 células/mL, contadas em câmara de Newbauer no 

microscópio de campo escuro. O protocolo de extração de proteína total foi elaborado a partir 

da adaptação de um protocolo de preparo de extrato solúvel de Leishmania amazonensis 

(FUMAGALLI, 2008). 

Um volume de 60 mL de meio de cultura contendo Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni cepa M20, foi centrifugado a 20800 x g (equivalente a 15557 RCF) em 

temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e centrifugou-

se novamente, na mesma rotação e temperatura, por 10 minutos.  

Os pellets foram lavados com PBS (Phosphate buffered saline) estéril (pH 7,4) e, em 

seguida, ressuspendidos em 1,5 mL de Protease inhibitor cocktail tablets – Complete (Sigma-

Aldrich). Então, foram realizados 6 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho-maria a 37ºC. 

 O extrato obtido foi centrifugado a 3000 x g (equivalente a 2243 RCF), por 10 minutos, 

em centrífuga refrigerada a 4 ºC. Ao fim, o sobrenadante foi coletado e congelado em ultra 

freezer a -80 ºC. 

Procedeu-se a dosagem proteica do extrato pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976). O preparo da curva padrão foi feito com BSA (0 a 10 µg), e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (equipamento Multiskan Go) a 595 nm. O rendimento médio das extrações 

foi calculado pela média aritmética de todas as dosagens proteicas obtidas pelo método de 

Bradford.  

As etapas do protocolo simplificado de obtenção de extrato proteico total de Leptospira 

interrogans estão sumarizadas na figura 5. 
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Figura 5 - Etapas do protocolo simplificado de obtenção de extrato proteico total de Leptospira 

interrogans. 

 

 

 

Fonte: A autora. 

 

3.2 Espectrometria de massas  

 

 Após a mensuração, 50 μg de proteína total da amostra seguiu para as etapas de redução 

com ditiotreitol (DTT) 100 mM, alquilação com iodoacetamida 0,5 M e digestão com tripsina 

1:50 (m/m). A etapa de dessalinização foi realizada com ZipTips C18 (Millipore, Billerica, MA, 

Estados Unidos).  

A proteômica foi realizada no espectrômetro de massa LTQ-Orbitrap Velos acoplado à 

cromatografia líquida EASY-nLC II (ThermoFisher, Waltham, MA, Estados Unidos). Os dados 

foram coletados em um modo dependente da aquisição de dados em que os cinco íons 

precursores mais intensos de cada ciclo foram selecionados para fragmentação por dissociação 

induzida por colisão (CDI) por 90 s; uma voltagem de nanopulverização de 2,3 kV foi 

selecionada, a 250 ° C, para ionizar a amostra. Os tempos de injeção no íon trap e FT-MS foram 

de 100 ms cada, com uma resolução de 30.000 por meio da faixa de 300-1.800 m / z. 

  A análise dos dados brutos foi realizada no software Proteome Discoverer 4.1 (Thermo 

Fisher Scientific). Em relação ao banco de dados, foi feito o download das proteínas de 

Leptospira (filtrado pelo gênero Leptospira) do site Uniprot (https://www.uniprot.org/) em 

novembro de 2019. A carbamidometilação foi definida como modificação fixa, enquanto a 

oxidação da metionina (M) foi definida como modificação variável. As clivagens máximas 

https://www.uniprot.org/
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foram selecionadas em três para a tripsina. O erro de massa do precursor e os fragmentos foram 

de 10 ppm e 0,5 Da, respectivamente.  

  

3.3 Modelagem e validação in silico de proteínas com importância reconhecida: Loa 22, 

LipL32, Flagelina, Fator de elongação Tu e Fator de elongação Ts 

 

Todos os servidores utilizados nesta pesquisa são de uso público e gratuito. 

 Foi utilizado o servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) que usa o 

banco de dados de proteína remanescentes Protein Data Bank (PDB), e tem como pretensão 

eliminar algumas instabilidades. Os prováveis modelos foram classificados conforme seu valor, 

identidade de sequência, resolução e qualidade da estrutura. Essa construção de um modelo por 

homologia implicou basicamente em quatro etapas sucessivas: [1] identificação e seleção de 

modelo estrutural e seleção de proteínas-molde; [2] alinhamento das sequências-alvo de 

resíduos e estrutura(s) do modelo; [3] construção das coordenadas do modelo; [4] validação do 

modelo.  

O processo de validação da estrutura tridimensional foi feito na plataforma de 

modelagem do SWISS-MODEL, que se baseia em avaliação da qualidade do empacotamento 

global da proteína, nos possíveis erros estruturais em regiões localizadas e nos parâmetros 

estereoquímicos por Ramachandran e descritor de qualidade Q-Mean.  

A visualização da molécula foi feita através do Chimera 

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). 

 

3.4 Caracterização físico-química in silico das proteínas não caracterizadas e das 

proteínas relatadas em outras pesquisas como geradoras de resposta imunológica 

 

 Para a caracterização físico-química in silico destes 2 grupos de proteínas (proteínas não 

caracterizadas e proteínas relatadas em outras pesquisas como geradoras de resposta 

imunológica) encontradas no proteoma realizado utilizou-se o servidor ExPASy - ferramenta 

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). 

 O ProtParam é uma ferramenta que realiza o cálculo de vários parâmetros físicos e 

químicos de proteínas, como o peso molecular, pI teórico, número de aminoácidos, meia-vida 

estimada, índice de instabilidade, índice alifático e média de hidropaticidade (GRAVY).  

 

https://swissmodel.expasy.org/
https://web.expasy.org/protparam/
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3.5 Avaliação da alergenicidade das proteínas 

 

 A alergenicidade dos 2 grupos de proteínas (proteínas não caracterizadas e proteínas 

relatadas em outras pesquisas como geradoras de resposta imunológica) foi avaliada usando os 

servidores AllerTOP v.2.0 e Allergen FP v.1.0. 

 O AllerTOP v.2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/method.html) utiliza um 

método baseado na transformação de covariância cruzada automática (ACC) de sequências de 

proteínas em vetores uniformes de igual comprimento. Então, as proteínas são classificadas 

com base em um conjunto de dados contendo 2.427 alérgenos conhecidos de diferentes espécies 

e 2.427 não alérgenos. 

 O Allergen FP v.1.0 (http://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/method.html) também utiliza 

o método ACC e o mesmo conjunto de dados de alérgenos e não alérgenos, porém neste 

servidor, os subconjuntos de proteínas alergênicas e não alergênicas foram transformados em 

matrizes e uma impressão digital binária é gerada para cada proteína, sendo empregado o 

coeficiente de Tanimoto para determinar se a proteína é alergênica ou não. 

 

3.6 Predição de antigenicidade das proteínas e outras características relevantes para um 

alvo vacinal 

 

A avaliação da antigenicidade das proteínas foi realizada para selecionar as proteínas 

com maior capacidade de induzir resposta imune.  

Para isso, os 2 grupos de proteínas (proteínas não caracterizadas e proteínas relatadas 

em outras pesquisas como geradoras de resposta imunológica) foram submetidas a análise em 

3 servidores diferentes: [1] servidor VaxiJen v2.0; [2] servidor Vaxign: Vaccine Design e [3] 

servidor Scratch Protein Predictor. 

O servidor VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) 

apresenta precisão de predição de 70% a 89%. A página de resultados do VaxiJen lista o alvo 

selecionado, a sequência da proteína, sua probabilidade de predição e uma declaração de 

antígeno protetor ou não antígeno, de acordo com um ponto de corte predefinido de 0,4. 

O servidor Vaxign: Vaccine Design (http://www.violinet.org/vaxign2/dynamic) é um 

sistema de previsão e análise de alvos de vacina baseado no princípio da vacinologia reversa. 

Por meio de uma análise dinâmica, o Vaxign permite a entrada de sequência e execução 

dinâmica do sistema com a visualização de resultados. Dentro deste servidor, o Vaxign-ML 

fornece um score de antigenicidade para as proteínas. Além da antigenicidade, o Vaxign 

http://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/method.html
http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
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também fornece resultados sobre a provável localização subcelular da proteína, a probabilidade 

de a proteína ser adesina (capacidade de adesão) e a similaridade das proteínas analisadas a 

proteínas humanas, de camundongo e de suínos.  

 O servidor Scratch Protein Predictor (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) fornece 

uma probabilidade prevista de antigenicidade para as proteínas (ANTIGENpro), além de 

parâmetros físico-químicos como a predição de solubilidade das proteínas (SOLpro). 

 

3.7 Seleção das proteínas com maior potencial para alvo vacinal 

 

 As proteínas, pertencentes aos 2 grupos avaliados, que foram consideradas como 

alérgeno por qualquer um dos servidores (AllerTOP ou Allergen FP) e as proteínas que 

apresentaram similaridade a proteínas humanas, de camundongos ou de suínos pelo servidor 

Vaxign, foram imediatamente eliminadas. 

 As proteínas com localização na membrana externa foram priorizadas para a seleção, 

desde que não se enquadrassem nos critérios eliminatórios mencionados no parágrafo acima. 

 As proteínas não eliminadas foram então submetidas a 4 critérios de seleção: 1) Ser 

considerada uma adesina, com cut-off de 0,5 em relação aos valores fornecidos pelo Vaxign; 2) 

Proteínas com score de antigenicidade igual ou maior que 60% no VaxiGn-ML score (servidor 

Vaxign); 3) Proteínas listadas como antígeno pelo servidor VaxiJen v2.0; 4) Proteínas com 

probabilidade prevista de antigenicidade (ANTIGENpro) igual ou superior a 0,6 nos valores 

fornecidos pelo Scratch Protein Predictor. 

Assim, as proteínas que atenderam a pelo menos 2 critérios, dos 4 avaliados, foram 

selecionadas. 

 

3.8 Análise das proteínas selecionadas nos servidores Immune Epitope Database (IEDB) 

e IFN epitope e avaliação individual dos peptídeos 

 

 As proteínas com maior potencial para alvo vacinal selecionadas foram submetidas a 4 

análises diferentes no servidor Immune Epitope Database (IEDB) (http://tools.iedb.org/main/): 

[1] predição de ligação de epítopos de células T a moléculas de MHC classe I; [2] predição de 

ligação de epítopos de células T a moléculas de MHC classe II; [3] predição de 

imunogenicidade de células TCD4, que prediz a capacidade relativa de um complexo de 

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
http://tools.iedb.org/main/tcell/
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peptídeo / MHC para induzir uma resposta imune das células TCD4; [4] predição de epítopo 

linear de célula B. 

O servidor IFN epitope (http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/scan.php) foi utilizado 

para predizer epítopos indutores de interferon-γ, além de classificar esses peptídeos / epítopos, 

possibilitando identificar as melhores regiões antigênicas que irão induzir interferon-γ 

(DHANDA et al., 2013). 

Em cada uma das análises mencionadas acima, os 5 melhores peptídeos (epítopos) de 

cada proteína foram selecionados, de acordo com os valores do percentil rank e dos scores. 

Esses peptídeos (epítopos) foram individualmente caracterizados quanto à solubilidade, pelo 

servidor PepCalc.com – Peptide property calculator (https://pepcalc.com/), e quanto à 

toxicidade e características bioquímicas (solubilidade, hidrofobicidade, hidropaticidade, 

amfipaticidade, hidrofilicidade, carga, ponto isoelétrico e peso molecular) pelo servidor 

ToxinPred – Designing and prediction of toxic peptides 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html). 

 

3.9 Construção da proteína quimérica, docking molecular e simulação imunológica 

 

Com base nos resultados obtidos da avaliação individual dos peptídeos, os melhores 

foram selecionados para construção de uma proteína quimérica candidata a vacina 

multiepítopo.   

Os principais critérios para a construção da proteína quimérica foram acrescentar 

epítopos de LTH, de LTC, de células B, epítopos indutores de IFN-γ, ter afinidade de ligação à 

maior quantidade de alelos HLA, ser antigênico, imunogênico e ter potencial para induzir 

imunidade cruzada entre os sorovares.  

Para potencial indução de imunidade cruzada foram acrescentados 2 peptídeos, sendo 

um deles epítopo de LTH conservado entre 44 sorovares de Leptospira patogênica, e o outro, 

epítopo de LTC conservado entre 46 sorovares. 

Sequências ligantes específicas foram utilizadas na fusão dos epítopos peptídicos 

selecionados para a construção da proteína quimérica e um adjuvante genérico foi adicionado 

na porção N-terminal. 

As sequências específicas utilizadas não serão citadas para proteção dos dados, devido 

ao processo de patente. A estrutura tridimensional da proteína quimérica foi desenvolvida 

utilizando o servidor LOMETS - Local Meta-Threading Server, version 3 

https://pepcalc.com/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html
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(https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/LOMETS/). Os servidores ModRefiner 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) e GalaxyRefine 

(http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) foram utilizados no refinamento 

da estrutura terciária a partir do modelo 3D obtido para a proteína quimérica pelo servidor 

LOMETS. 

A estrutura terciária foi validada utilizando o servidor ProSA-web 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) que analisa a qualidade global e local do 

modelo 3D, validando a estrutura com base no Z-score predito. Além disso, a qualidade geral 

dos ângulos phi e psi dos resíduos de aminoácidos da estrutura terciária do candidato vacinal 

foi determinado por análise no gráfico de Ramachandran usando servidor RAMPAGE 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). 

Após o desenho e construção, a proteína quimérica foi submetida a análises físico-

químicas no servidor ProtParam, avaliação da alergenicidade (servidores AllerTOP e Allergen 

FP), toxicidade (servidor ToxinPred), antigenicidade (servidores Vaxign, VaxiJen v2.0 e 

Scratch - ANTIGENpro) e solubilidade (Scratch – SOLpro). 

O docking molecular foi realizado por meio dos servidores PatchDock 

(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/php.php) e FireDock 

(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/php.php) para avaliar a interação entre a proteína 

quimérica e diferentes receptores (MHC I, MHC II, TLR 2 e TLR 4). O encaixe dos complexos 

foi criado no PatchDock e refinado no FireDock, que previu a energia global dos complexos 

acoplados.  

Para simulação imunológica foi utilizado o servidor C-IMMSIM 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/C-ImmSim-10.1/), a fim de caracterizar o perfil da resposta 

imune induzido pela proteína quimérica. C-IMMSIM é um modelo baseado em agente que usa 

pontuação específica de posição matrizes (PSSM) para predição de peptídeos derivadas de 

técnicas de aprendizado de máquina para predizer interações. 

Foi simulada uma vacinação com 3 doses, sendo que a 1ª dose foi aplicada no dia 0, a 

2ª dose foi aplicada no dia 30 e a 3ª dose no dia 90. Toda a simulação foi executada em 1.100 

etapas de tempo, que são cerca de 12 meses. 

 

 

 

 

https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/LOMETS/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/php.php
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4 RESULTADOS 

 

O tempo necessário para realização de cada protocolo de extração de proteína total foi 

de aproximadamente 2 horas e 30 minutos. Ao final de cada protocolo obteve-se um volume de 

extrato proteico de aproximadamente 1,5 mL na concentração média de 1,76 µg/µL; totalizando 

2640,00 µg de proteína por extração. 

Quanto aos resultados obtidos na proteômica, foram identificadas 421 proteínas. O 

banco de dados do Uniprot detectou uma diversidade de proteínas comuns à outras espécies e 

sorovares de Leptospira, conforme evidenciado na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Distribuição taxonômica das proteínas encontradas na proteômica de Leptospira 

interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. 

Espécie Sorovar/Cepa Número de proteínas 

L. interrogans Copenhageni cepa LT 2050 48 

L. interrogans Bataviae 41 

L. interrogans Hardjo 33 

L. interrogans Grippotyphosa 28 

L. interrogans Lora cepa TE 1992 22 

L. interrogans cepa 2006001854 19 

L. interrogans cepa FPW 1039 18 

L. interrogans Pyrogenes 17 

L. interrogans Icterohaemorrhagiae cepa Verdun HP 14 

L. interrogans cepa VI 12758 13 

L. interrogans Canicola 8 

L. interrogans NE 7 

L. interrogans Australis 7 

L. interrogans Lai 6 

L. interrogans Malaya 4 

L. interrogans Manilae 3 

L. interrogans Zanãoi cepa LT 2156 3 

L. kirschneri cepa H1 50 

L. kirschneri cepa 200801925 3 

L. weilii NE 15 

L. borgpetersenii Hardjo-bovis cepa JB 197 7 

L. borgpetersenii Pomona 3 

L. noguchii Autumnalis 6 

L. sp. B5-022 6 
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L. sp. P2653 3 

L. alstonii Pingchang cepa 80-412 5 

L. wolffii NE 3 

L. kmetyi NE 7 

L. adleri NE 4 

L. mayottensis 200901116 3 

L. santarosai cepa CBC 1416 3 

L. semungkisensis NE 3 

L. neocaledonica NE 3 

L. meyeri NE 3 

L. stimsonii NE 3 

*NE: não especificado 

 Para um refinamento adicional do proteoma realizado neste estudo, as proteínas 

encontradas foram subdividas em categorias de acordo com suas funções. Observou-se um total 

de 16 categorias diferentes, sendo que a maior parte do proteoma (25,9%) correspondeu a 

proteínas com atividade catalítica, conforme demonstrado na figura 6. 

 

 Figura 6 - Proteínas identificadas no proteoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 

cepa M20, agrupadas por categorias funcionais. 

 

Fonte: A autora. 
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 Dentre as categorias funcionais, 12,4% do proteoma correspondeu a proteínas não 

caracterizadas, conforme evidenciado na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Proteínas não caracterizadas encontradas na proteômica de Leptospira interrogans 

sorovar Copenhageni cepa M20. 

Proteínas não 

caracterizadas 

 

Chave de acesso Função ou localização 

celular 

Número de 

sequências 

encontradas da 

proteína 

1 M6USG6 desconhecida 6 

2 A0A0M4NJU9 desconhecida 4 

3 A0A0E2CN14 proteína celular 4 

4 M6TFA2 desconhecida 4 

5 A0A2H1XA80 desconhecida 3 

6 M3ETH8 desconhecida 4 

7 M6G8E8 desconhecida 3 

8 A0A0E2D0X7 desconhecida 3 

9 M6AE33 desconhecida 3 

10 Q04RW5 proteína celular 3 

11 M3G459 desconhecida 3 

12 A0A2M9ZW65 proteína de membrana 3 

13 M3I8Y6 desconhecida 3 

14 A0A0E2B664 proteína celular 3 

15 A0A4R8MMT7 proteína de membrana 3 

 

Algumas proteínas identificadas neste estudo foram relatadas em pesquisas anteriores 

como geradoras de resposta imunológica, conforme demonstrado na tabela 3. 

 

Tabela 3 - Proteínas encontradas no proteoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 

cepa M20 e identificadas por outros autores como geradoras de resposta imunológica. 

Referência Chave de acesso 
Identificação da 

proteína 
Função/localização celular pI 

MW 

(KDa) 

Sakolvaree et 

al., 2007 
M3GCP1 

Elongation factor 

Tu 

alongamento de cadeias durante 

a síntese de polipeptídeos no 

ribossomo/ citoplasma 

6,09 43,5 

Sakolvaree et 

al., 2007 
M6HEN0 

Elongation factor 

Ts 

 

alongamento de cadeias durante 

a síntese de polipeptídeos no 

ribossomo/ citoplasma 

8,72 8,2 
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Seixas et al., 

2007 

Kositanãot et 

al., 2007 

A0A076V7V5 
Lip L32 

(fragment) 

 

principal lipoproteína de 

membrana externa da 

Leptospira patogênica 

 

5,59 11,1 

Seixas et al., 

2007 

Kositanãot et 

al., 2007 

Muray et al., 

2013 

A0A2M9XTF4 Lip L32 

principal lipoproteína de 

membrana externa da 

Leptospira patogênica 

6,81 29,4 

Sakolvaree et 

al., 2007 e 

Kositanãot et 

al., 2007 

A0A0E2B0X3 

A0A0E2B1F2 

A0A3S9KKN1 

Flagellin 

Participa da estrutura do 

flagelo, relacionada à 

motilidade 

6,96 

7,08 

8,81 

28,2 

31,3 

31,1 

Nally et al., 

2007 
A0A0A7KLA8 

Loa 22 

(fragment) 

lipoproteína de membrana 

externa, é um fator de 

virulência 

 

5,71 17,7 

Sakolvaree et 

al., 2007 
Q04TR4 

ATP-dependent 

Clp protease, 

proteolytic 

subunit 

hidrólise de proteínas em 

peptídeos na presença de ATP e 

magnésio; atua na degradação 

de proteínas dobradas/ 

citoplasma 

 

6,34 21,8 

Kositanãot et 

al., 2007 

Kositanãot et 

al., 2007 

A0A0E2B3A8 

HpcH/HpaI 

aldolase/citrate 

lyase family 

protein 

 

atividade catalítica; atividade de 

liase; ligação de íons 
6,54 37,0 

Sakolvaree et 

al., 2007 

Kositanãot et 

al., 2007 

A0A0F6IFM5 

Electron transfer 

flavoprotein, beta 

subunit 

 

atividade de transporte de 

elétrons 
5,74 27,1 

Sakolvaree et 

al., 2007 
M6TDT5 

DNA polymerase 

III beta subunit 

 

ligante de ácido nucléico, 

participa da replicação do DNA 
8,75 9,8 

Sakolvaree et 

al., 2007 
A0A0F6IG44 

Acetyl-CoA C-

acetyltransferase 

 

atividade de transferase 6,23 47,3 

Sakolvaree et 

al., 2007 
A0A0M5LEW4 

Glyceraldehyde-

3-phosphate 

dehydrogenase 

 

atividade catalítica, participa do 

metabolismo da glicose 
7,74 36,7 

Sakolvaree et 

al., 2007 
A0A0M4NCJ7 

3-oxoacyl-[acyl-

carrier-protein] 

reductase (Short 

chain 

dehydrogenase) 

 

cataliza reação para biossíntese 

de ácidos graxos 
8,24 26,0 

Sakolvaree et 

al., 2007 
A0A0E2B763 

60 kDa 

chaperonin 

 

participa da montagem 

estrutural de polipeptídeos/ 

citoplasma 

 

5,39 57,9 

Kositanãot et 

al., 2007 

M6G3A4 

M6DCM9 

Chaperone 

protein DnaK 

 

participa da montagem 

estrutural de polipeptídeos 

5,1 

5,24 

67,0 

69,0 

Kositanãot et 

al., 2007 

M3EV56 

M3EVA0 

M6FJI6 

Acyl-CoA 

dehydrogenase 

cataliza reação de dehidrogenar 

o acyl-CoA 

6,79 

6,02 

6,79 

42,6 

55,5 

42,6 
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Murray et al., 

2013 
A0A0F6IFA5 

Leucine rich 

repeat protein 
Ligante de aminoácido 5,60 21,1 

  

As estruturas tridimensionais de proteínas com importância reconhecida nas pesquisas 

sobre a Leptospira, identificadas neste proteoma, estão demonstradas nas figuras 7, 8, 9, 10 e 

11. Em todas estas figuras pode-se observar pelo padrão de coloração, regiões específicas das 

proteínas: em azul é a porção N-terminal, onde começa a proteína; em vermelho, a porção C-

terminal, onde termina a proteína. Também pode-se observar regiões de enovelamento (regiões 

alfa-hélice) e regiões de folha beta. As demais análises realizadas para a elaboração da estrutura 

tridimensional e validação da modelagem destas proteínas estão no Apêndice A. 

 

Figura 7 - Estrutura tridimensional da proteína Loa 22 (A0A0A7KLA8), gerada pelo programa 

de bioinformática Swiss-model.  

                   

Fonte: A autora. 
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Figura 8 - Estrutura tridimensional da proteína Flagelina (A0A3S9KKN1), gerada pelo 

programa de bioinformática Swiss-model.  

 

Fonte: A autora. 

 

Figura 9 - Estrutura tridimensional da proteína Fator de elongação Tu (M3GCP1), gerada pelo 

programa de bioinformática Swiss-model.  

                

Fonte: A autora. 
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Figura 10 - Estrutura tridimensional da proteína Fator de elongação Ts (M6HEN0), gerada pelo 

programa de bioinformática Swiss-model.  

                 

Fonte: A autora. 

 

 

Figura 11 - Estrutura tridimensional da proteína LipL32 (A0A2M9XTF4), gerada pelo 

programa de bioinformática Swiss-model.  

                        

Fonte: A autora. 
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 Os dados da caracterização físico-química in silico das proteínas não caracterizadas e 

das proteínas relatadas em outras pesquisas como geradoras de resposta imune, se encontram 

nas tabelas 4 e 5, respectivamente. 
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 A predição de alergenicidade dos 2 grupos de proteínas, que foi considerado um critério 

excludente para a seleção das proteínas, está nas tabelas 6 e 7. Portanto, as proteínas que se 

apresentaram como alergênicas em qualquer um dos 2 servidores utilizados para análise, foram 

desconsideradas. 

 

Tabela 6 – Predição de alergenicidade das proteínas não caracterizadas encontradas no 

proteoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, utilizando os servidores 

AllerTOP v.2.0 e Allergen FP v.1.0. 

 

Chave de acesso AllerTOP v. 2.0 Allergen FP v.1.0 

M6USG6 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0M4NJU9 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2CN14 não-alérgeno alérgeno 

M6TFA2 alérgeno alérgeno 

A0A2H1XA80 não-alérgeno não-alérgeno 

M3ETH8 não-alérgeno não-alérgeno 

M6G8E8 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2D0X7 não-alérgeno não-alérgeno 

M6AE33 não-alérgeno não-alérgeno 

Q04RW5 não-alérgeno não-alérgeno 

M3G459 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A2M9ZW65 não-alérgeno não-alérgeno 

M3I8Y6 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2B664 alérgeno alérgeno 

A0A4R8MMT7 não-alérgeno não-alérgeno 

 

 

Tabela 7 – Predição de alergenicidade das proteínas relatadas em outras pesquisas como 

geradoras de resposta imunológica encontradas no proteoma de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni cepa M20, utilizando os servidores AllerTOP v.2.0 e Allergen FP v.1.0. 

 

Chave de acesso AllerTOP v. 2.0 Allergen FP v.1.0 

M3GCP1 não-alérgeno alérgeno 

M6HEN0 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A076V7V5 não-alérgeno não-alérgeno 



46 

 

A0A2M9XTF4 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2B0X3 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2B1F2 alérgeno não-alérgeno 

A0A3S9KKN1 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0A7KLA8 não-alérgeno não-alérgeno 

Q04TR4 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0E2B3A8 não-alérgeno alérgeno 

A0A0F6IFM5 alérgeno não-alérgeno 

M6TDT5 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0F6IG44 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0M5LEW4 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0M4NCJ7 não-alérgeno alérgeno 

A0A0E2B763 não-alérgeno não-alérgeno 

M6G3A4 não-alérgeno não-alérgeno 

M6DCM9 não-alérgeno não-alérgeno 

M3EV56 não-alérgeno não-alérgeno 

M3EVA0 alérgeno não-alérgeno 

M6FJI6 não-alérgeno não-alérgeno 

A0A0F6IFA5 não-alérgeno não-alérgeno 

 

 

 Outro critério de exclusão avaliado foi a similaridade a proteínas humanas, de 

camundongos ou de suínos pelo servidor Vaxign: Vaccine Design, os resultados da análise de 

similaridade estão nas tabelas 8 e 9. 

 

Tabela 8 – Avaliação de similaridade a proteínas humanas, de camundongos ou de suínos das 

proteínas não caracterizadas encontradas no proteoma de Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni cepa M20, utilizando o servidor Vaxign: Vaccine Design. 

 

chave de acesso Similaridade a 

proteína humana 

Similaridade a 

proteína de 

camundongo 

Similaridade a 

proteína suína 

M6USG6 Não Não Não 

A0A0M4NJU9 Não Não Não 

A0A0E2CN14 Não Não Não 
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M6TFA2 Não Não Não 

A0A2H1XA80 Não Não Não 

M3ETH8 Não Não Não 

M6G8E8 Não Não Não 

A0A0E2D0X7 Não Não Não 

M6AE33 Não Não Não 

Q04RW5 Não Não Não 

M3G459 Não Não Não 

A0A2M9ZW65 Não Não Não 

M3I8Y6 Não Não Não 

A0A0E2B664 Não Não Não 

A0A4R8MMT7 Não Não Não 

 

 

Tabela 9 – Avaliação de similaridade a proteínas humanas, de camundongos ou de suínos das 

proteínas relatadas em outras pesquisas como geradoras de resposta imunológica encontradas 

no proteoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, utilizando o servidor 

Vaxign: Vaccine Design. 

 

Chave de acesso Similaridade a 

proteína humana 

Similaridade a 

proteína de 

camundongo 

Similaridade a 

proteína suína 

M3GCP1 Sim Sim Sim 

M6HEN0 Não Não Não 

A0A076V7V5 Não Não Não 

A0A2M9XTF4 Não Não Não 

A0A0E2B0X3 Não Não Não 

A0A0E2B1F2 Não Não Não 

A0A3S9KKN1 Não Não Não 

A0A0A7KLA8 Não Não Não 

Q04TR4 Sim Sim Sim 

A0A0E2B3A8 Não Não Não 

A0A0F6IFM5 Sim Sim Sim 

M6TDT5 Não Não Não 

A0A0F6IG44 Sim Sim Sim 

A0A0M5LEW4 Sim Sim Sim 
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A0A0M4NCJ7 Sim Sim Sim 

A0A0E2B763 Sim Sim Sim 

M6G3A4 Sim Sim Sim 

M6DCM9 Sim Sim Sim 

M3EV56 Sim Sim Sim 

M3EVA0 Sim Sim Sim 

M6FJI6 Sim Sim Sim 

A0A0F6IFA5 Sim Sim Sim 

 

 

 A avaliação da antigenicidade nos diferentes servidores utilizados e de outras 

características relevantes para um alvo vacinal, como localização celular e capacidade de 

adesão, estão demonstradas nas tabelas 10 e 11. 

 

Tabela 10 – Dados de antigenicidade, localização subcelular e adesão das proteínas não 

caracterizadas encontradas no proteoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa 

M20, utilizando os servidores VaxiJen v2.0, Vaxign: Vaccine Design e Scratch Protein 

Predictor. 

 

Chave de 

acesso 

Localização Capacidade 

de adesão 

VaxiJen 2.0 VaxiGn-ML 

score 

ANTIGENpro 

(Scratch Protein 

Predictor) 

M6USG6 Desconhecida 

(Prob.=0.49) 

0.218 0.4885 (Antígeno) 90.9 0.752430 

A0A0M4NJU9 Desconhecida 

(Prob.=0.49) 

0.434 0.4867 (Antígeno) 90.9 0.873183 

A0A0E2CN14 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.132 0.5370 (Antígeno) 68.5 0.654399 

M6TFA2 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.502 0.5475 (Antígeno) 60.9 0.843002 

A0A2H1XA80 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.513 0.3623 (Não-

antígeno) 

90.9 0.436922 

M3ETH8 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.821 0.7326 (Antígeno) 90.2 0.191281 

M6G8E8 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

--- 1.0044 (Antígeno) 28.5 0.425843 
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A0A0E2D0X7 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.812 0.6183 (Antígeno) 88.5 0.633839 

M6AE33 Membrana 

externa 

(Prob.=0.95) 

0.474 0.5461 (Antígeno) 98.4 0.746833 

Q04RW5 Citoplasma 

(Prob.=0.90) 

0.222 0.1493 (Não-

antígeno) 

72.6 0.778376 

M3G459 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.705 0.7229 (Antígeno) 90.9 0.859568 

A0A2M9ZW65 Membrana 

citoplasmática 

(Prob.=1.00) 

0.227 0.5867 (Antígeno) 80.6 0.092044 

M3I8Y6 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.365 0.5552 (Antígeno) 89.5 0.872039 

A0A0E2B664 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.567 0.8711 (Antígeno) 96.5 0.944269 

A0A4R8MMT7 Membrana 

citoplasmática 

(Prob.=1.00) 

0.177 0.5510 (Antígeno) 90.9 0.134693 

 

 

Tabela 11 – Dados de antigenicidade, localização subcelular e adesão das proteínas relatadas 

em outras pesquisas como geradoras de resposta imunológica encontradas no proteoma de 

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20, utilizando os servidores VaxiJen v2.0, 

Vaxign: Vaccine Design e Scratch Protein Predictor. 

 

Chave de acesso Localização Capacidade 

de adesão 

VaxiJen 2.0 VaxiGn-

ML 

score 

ANTIGENpro 

(Scratch Protein 

Predictor) 

M3GCP1 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.273 0.3793 (Não-

antígeno) 

91.4 0.624992 

M6HEN0 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.409 0.2325 (Não-

antígeno) 

90.6 0.051681 

A0A076V7V5 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.186 0.4810 (antígeno) 63.6 0.732112 

A0A2M9XTF4 Desconhecida 

(Prob.=0.25) 

0.454 0.3982 (Não-

antígeno) 

90.9 0.877204 
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A0A0E2B0X3 Periplasmática 

(Prob.=1.00) 

0.270 0.3807 (Não-

antígeno) 

90.9 0.882084 

A0A0E2B1F2 Periplasmática 

(Prob.=1.00) 

0.243 0.3639 (Não-

antígeno) 

90.9 0.909218 

A0A3S9KKN1 Periplasmática 

(Prob.=1.00) 

0.285 0.3892 (Não-

antígeno) 

90.9 0.885491 

A0A0A7KLA8 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.434 0.7602 (Antígeno) 92.6 0.863795 

Q04TR4 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.160 0.3683 (Não-

antígeno) 

90.9 0.554788 

A0A0E2B3A8 Citoplasma 

(Prob.=0.90) 

0.174 0.4328 (Antígeno) 90.9 0.644577 

A0A0F6IFM5 Citoplasma 

(Prob.=0.90) 

0.245 0.6817 (Antígeno) 90.7 0.779286 

M6TDT5 Desconhecida 

(Prob.=0.20) 

0.449 0.4685 (Antígeno) 80.1 0.187299 

A0A0F6IG44 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.191 0.5042 (Antígeno) 98.0 0.327509 

A0A0M5LEW4 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.448 0.5339 (Antígeno) 95.1 0.740501 

A0A0M4NCJ7 Citoplasma 

(Prob.=0.93) 

0.671 0.5560 (Antígeno) 90.9 0.691463 

A0A0E2B763 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.327 0.5312 (Antígeno) 96.9 0.817982 

M6G3A4 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.294 0.6688 (Antígeno) 96.5 0.905830 

M6DCM9 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.250 0.6470 (Antígeno) 98.5 0.830586 

M3EV56 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.325 0.4506 (Antígeno) 90.9 0.509575 

M3EVA0 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.135 0.3475 (Não-

antígeno) 

95.3 0.369459 

M6FJI6 Citoplasma 

(Prob.=1.00) 

0.264 0.4441 (Antígeno) 90.9 0.469695 

A0A0F6IFA5 Extracelular 

(Prob.=0.97) 

0.408 0.0683 (Não-

antígeno) 

90.9 0.589154 

 



51 

 

 

 Considerando todos os critérios avaliados que foram explicitados nas tabelas 6, 7, 8, 9, 

10 e 11, foram selecionadas 17 proteínas (11 não caracterizadas e 6 relatadas em outras 

pesquisas como geradoras de resposta imunológica) que atenderam a no mínimo 2 critérios 

dentre os avaliados, apresentando assim, maior potencial para alvo vacinal. Estas proteínas 

estão discriminadas na tabela 12. 

 

Tabela 12 – Proteínas com maior potencial para alvo vacinal selecionadas do proteoma de 

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. 

 

 

 

 

 

 

Proteínas não caracterizadas 

chave de acesso 

M6USG6 

A0A0M4NJU9 

A0A2H1XA80 

M3ETH8 

A0A0E2D0X7 

M6AE33 

Q04RW5 

M3G459 

A0A2M9ZW65 

M3I8Y6 

A0A4R8MMT7 

 

 

Proteínas relatadas em outras pesquisas 

como geradoras de resposta imunológica 

A0A076V7V5 (LipL32 fragmento) 

A0A2M9XTF4 (LipL32) 

A0A0E2B0X3 (Flagelina) 

A0A3S9KKN1 (Flagelina) 

A0A0A7KLA8 (Loa22) 

M6TDT5 (DNA polimerase) 

 

 

 As 4 análises no servidor Immune Epitope Database (IEDB) e a análise no servidor IFN 

epitope das 17 proteínas selecionadas, juntamente com os resultados das avaliações dos 
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peptídeos/epítopos individuais (servidores PepCalc.com e ToxinPred) estão discriminadas nas 

tabelas 13, 14, 15, 16 e 17.  
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 A partir da seleção de diferentes epítopos de células B, LTH, LTC e indutores de 

interferon-γ projetou-se um novo candidato vacinal, cumprindo os critérios de afinidade de 

ligação, antigenicidade, não toxicidade, e não alergenicidade. Além desses epítopos, para 

melhorar a imunogenicidade, um adjuvante foi aplicado à porção N-terminal da proteína 

quimérica. Ligantes específicos a cada grupo de epítopos foram adicionados à sequência 

quimérica para prover a fusão dos diferentes peptídeos selecionados.  

Cinco estruturas tridimensionais da vacina projetada foram previstas pelo servidor 

LOMETS baseado em dez modelos de threading. A melhor estrutura da modelagem foi 

escolhida para análises adicionais de refinamento. O servidor da web ModRefiner e 

GalaxyRefine foram usados para melhorar a consistência da proteína modelada. A apresentação 

esquemática do modelo 3D da estrutura terciária da vacina multiepítopo é mostrado na figura 

12A. 

A estrutura refinada foi submetida à análise do gráfico de Ramachandran usando o 

servidor RAMPAGE. O gráfico de Ramachandran expôs 91,57% dos resíduos em regiões 

favorecidas, 7,55% são regiões permitidas, e 0,87% de resíduos na região outlier (figura 12B). 

ProSA-web verificou a qualidade e os erros potenciais no modelo 3D bruto. A pontuação Z 

para a vacina foi estimada em -6,7 (figura 12C). Os resultados gerais de RAMPAGE e ProSa-

web validaram a excelente qualidade da proteína tridimensional modelada. 
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Figura 12 – (A) Estrutura tridimensional da proteína quimérica candidata a vacina multiepítopo.  

(B) Gráfico de Ramachandran. (C) Gráfico ProSa-web com valor de Z-score. 

 

Fonte: A autora. 

A sequência da vacina construída foi novamente testada quanto à antigenicidade, 

alergenicidade, toxicidade, solubilidade e cumpriu todos os critérios. No servidor VaxiJen v2.0, 

o limite padrão de 0,4 foi escolhido como critério de antigenicidade e o score apresentado pela 

proteína foi 0,8775. No servidor Vaxign a pontuação obtida foi de 90,4% e no ANTIGENpro a 

antigenicidade predita foi de 0,94. Os resultados especificam que a vacina construída é 
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altamente antigênica.  A sequência da vacina nos servidores AllerTOP v.2 e AllergenFP foi 

estimada como não alergênica. A similaridade com proteínas de hospedeiro humano, 

camundongo e porco não foi encontrada, relevando mais um critério de seguridade do antígeno 

quimérico. O servidor ToxinPred avaliou a quimera como não tóxica. 

Quanto às propriedades físico-químicas, a massa molecular da proteína final foi 

estimado em 49,5 kDa com uma pontuação teórica do ponto isoelétrico (pI) de 9,64.  O valor 

do índice de instabilidade foi 26,73, sugerindo que a proteína é extremamente estável (sendo 

índice > 40: instabilidade). A pontuação do índice alifático de 54,57 indicou estabilidade 

térmica da proteína e a pontuação de GRAVY (hidropaticidade) foi de -0,490 indicando a 

solubilidade da quimera, confirmada pela análise da ferramenta SOLpro que estimou a proteína 

como solúvel com score de 0,835598. 

Os resultados do docking molecular mostraram baixos valores de energia livre 

(indicando maior afinidade de ligação) quando acoplada ao MHC II (- 51,35 kcal / mol), 

seguido por MHC I (- 14,87 kcal / mol), TLR 4 (- 13,04 kcal / mol) e TLR 2 (- 11,75 kcal / 

mol). Esses valores indicam que a proteína quimérica apresentou afinidade de ligação válida 

aos quatro receptores avaliados, conforme mostra a figura 13. 
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Figura 13 – Docking molecular realizado nos servidores PatchDock e FireDock indicando as 

regiões de interação entre a proteína quimérica candidata a vacina multiepítopo e diferentes 

receptores. (A) receptor MHC I. (B) receptor MHC II. (C) TLR 2. (D) TLR 4. 

 

Fonte: A autora. 

Em relação aos testes de simulação imunológica da proteína quimérica, pode-se 

observar uma atividade significativa das células imunológicas (figura 14).  

Observou-se a proliferação na resposta imune secundária e terciária quando comparadas 

à resposta primária. A atividade das imunoglobulinas (anticorpos IgG1 + IgG2, IgM e IgG + 

IgM) estava em níveis elevados com uma diminuição consistente na concentração do antígeno 

(figura 14A). 

Níveis elevados de células B ativadas e formação de células B de memória foram 

observados (figura 14B - 14D). Nas figuras 14E, 14F, 14G e 14H se observou níveis elevados 



67 

 

de LTH e LTC, e o desenvolvimento de memória TH e TC. Níveis elevados de citocinas como 

IL-2 e IFN-γ podem ser observados na figura 14I. 

 

Figura 14 – Resultados da simulação imunológica da proteína quimérica candidata a vacina 

multiepítopo utilizando o servidor C-IMMSIM. (A) Administração do antígeno e proliferação 

da resposta imune com a produção de imunoglobulinas. (B) População de células B. (C) 

População de células B por estado. (D) População de células plasmáticas. (E) População de 

células T Helper. (F) População de células T Helper por estado. (G) População de células T 

Citotóxicas. (H) População de células T Citotóxicas por estado. (I) Níveis de citocinas e 

interleucinas. 
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     Fonte: A autora. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A metodologia de obtenção do extrato proteico, bem como a metodologia empregada 

na proteômica e as condições da amostra utilizada, são fatores que geram grande variação no 

número de proteínas encontradas em proteomas realizados em diferentes pesquisas. Além disso, 

o proteoma de uma amostra indica as proteínas que estão sendo expressas naquele determinado 

momento, portanto, os resultados são variáveis (EMIDIO et al., 2015). 

Em relação aos grupos funcionais, as proteínas foram subdividas em 16 categorias, 

estabelecidas de acordo com outros estudos que também analisaram o perfil proteico de 

Leptospira sp. (VIEIRA et al., 2009; HUMPHRYES et al., 2014), para que haja uma 

padronização dos resultados encontrados, facilitando a comparação entre os diferentes 

trabalhos.  

Neste estudo, houve predomínio de proteínas com atividade catalítica, seguido de 

proteínas estruturais da bactéria. Nota-se que a maioria das categorias funcionais encontradas 

está relacionada ao metabolismo bacteriano. 

A comparação do perfil proteico de diferentes sorovares de Leptospira e a observação 

das proteínas comuns entre eles, conforme foi explicitado na tabela 1, é importante para a 

identificação de moléculas alvo conservadas entre os diferentes sorovares, que podem ser 

empregadas para o desenvolvimento de novas vacinas com maior possibilidade de induzir 

imunidade cruzada (HUMPHRYES et al., 2014; GRASSMANN et al., 2017).  

Ainda neste contexto, foi elaborada a tabela 3, listando as proteínas sabidamente capazes 

de induzir resposta imune. Essas proteínas foram assim identificadas por meio de estudos 

imunológicos em modelos animais: I) camundongos imunizados com LipL32 recombinante 

(SEIXAS et al., 2007); II) hamsters imunizados com pools de proteínas de Leptospira 

borgpetersenii (MURAY et al., 2013); III) por meio de imunoblotting: com soro de humanos 

infectados (KOSITANONT et al., 2007), camundongos infectados (SAKOLVAREE et al., 

2007) e porquinhos da índia infectados (NALLY et al., 2007). 

As proteínas geradoras de resposta imunológica identificadas neste proteoma, cujas 

estruturas tridimensionais foram desenvolvidas, são proteínas amplamente discutidas em 

espécies patogênicas de Leptospira, por estarem envolvidas nos mecanismos de patogenia da 

doença. Vale ressaltar que todas as modelagens desenvolvidas são válidas, o que foi confirmado 

pelos níveis de confiabilidade obtidos nos testes de validação, tanto no gráfico de 

Ramachandran, quanto no descritor de qualidade. 
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No tocante a estas proteínas, a LipL32, mesmo sendo a proteína de membrana externa 

mais abundante de Leptospira patogênica, quando testada sozinha, como vacina de subunidade, 

apresentou baixa eficácia (SEIXAS et al., 2007). A Flagelina possui função na motilidade 

bacteriana, o que constitui um dos principais fatores relacionados à patogenicidade da 

Leptospira (FERNANDES et al., 2016). A Loa 22 é um fator de virulência determinante da 

infecção, sendo regulada positivamente nessas condições; ela aparece nos estudos realizados 

em diversas isoformas (RISTOW et al., 2007; NALLY et al., 2017). 

O fator de alongamento Tu foi descrito por Wolff et al. (2013) como uma proteína 

localizada na superfície da bactéria, sendo um fator de virulência com função de interação com 

componentes da matriz extracelular do hospedeiro. Neste estudo, ele foi identificado com uma 

localização celular diferente (citoplasma), o que indica que fora das condições de virulência, 

esta proteína se apresenta em uma isoforma diferente e consequentemente com função 

diferente. 

Menos estudado, o fator de alongamento Ts tem função de alongamento de cadeias 

durante a síntese de polipeptídeos no ribossomo, esta proteína não se localiza na membrana 

externa e, mesmo assim, apresenta características imunogênicas (SAKOLVAREE et al., 2007). 

Diversas proteínas que compõem o perfil proteico de Leptospira ainda são 

desconhecidas. A caracterização dessas proteínas é importante, pois pode contribuir para o 

entendimento da patogenia da doença, que ainda não está totalmente elucidada (VIEIRA et al., 

2009).  

As proteínas Loa 22, LipL32, Flagelina, Fator de elongação Tu e Fator de elongação Ts 

mantém sua importância em diversos aspectos relacionados a fisiopatogenia da Leptospira, 

porém o grupo das proteínas não caracterizadas, que correspondeu a 12,4% do proteoma, 

merece destaque. Após serem caracterizadas nesta pesquisa, essas proteínas constituíram a 

maior parte das proteínas selecionadas pelo seu potencial para alvo vacinal, ou seja, 11 das 17 

proteínas com maior potencial para alvo vacinal (64,7%) correspondeu a proteínas não 

caracterizadas até então. 

Isso mostra que a caracterização dessas proteínas, além de contribuir para o 

entendimento de fatores relacionados à infecção por Leptospira, pode nos revelar novos e 

importantes candidatos vacinais. 

Para possibilitar que todas as proteínas bacterianas sejam exploradas, faz-se 

necessário um refinamento do proteoma, como foi realizado neste estudo, à medida que novos 

proteomas de outros sorovares de Leptospira spp. são publicados.   
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A seleção das proteínas com maior potencial para alvo vacinal passou por etapas 

eliminatórias de avaliação da alergenicidade e similaridade. As proteínas preditas como 

alergênicas a humanos ou ao hospedeiro não podem ser consideradas para o desenvolvimento 

de vacinas (LATA et a., 2018; DONG et al., 2020; KAR et al., 2020). Da mesma forma, a 

análise de similaridade é realizada para evitar a homologia das proteínas selecionadas a 

proteínas humanas ou do hospedeiro. Sendo que uma vacina ideal não deve ter sequências 

similares às proteínas humanas para evitar a indução de autoimunidade (DONG et al., 2020). A 

similaridade a proteínas de suínos e camundongos foi trazida como informação adicional para 

melhor caracterização das proteínas e para corroborar com seu emprego em outros estudos. 

A avaliação da antigenicidade das proteínas indica sua potencialidade em ser 

reconhecida como um antígeno específico e induzir resposta imune, e por isso, a seleção dos 

melhores imunógenos é uma etapa fundamental para o desenvolvimento de uma vacina (LATA 

et al., 2018; KAR et al., 2020). Da mesma forma, a capacidade de adesão ou de ligação das 

proteínas a componentes da matriz extracelular do hospedeiro deve ser considerada 

(OLIVEIRA et al., 2018). 

A localização da proteína é um fator tão relevante a ponto a direcionar as pesquisas 

sobre o desenvolvimento de vacinas contra leptospirose. Existe uma tendência em se pesquisar 

proteínas de membrana externa quando se trata de alvos vacinais, pelo fato de serem proteínas 

mais conservadas entre as espécies patogênicas de Leptospira e por desempenharem um papel 

importante na interação de patógenos com células hospedeiras, estando provavelmente 

associadas à patogênese (DELLAGOSTIN et al., 2017; LATA et al., 2018). Por estes motivos 

as proteínas de membrana foram priorizadas para a seleção dos alvos vacinais neste estudo. 

Porém, não só as proteínas de membrana externa devem ser consideradas na busca por 

alvos vacinais. Na resposta imune à Leptospira, no momento em que as células são fagocitadas 

pelos macrófagos, diversos componentes bacterianos são expostos ao sistema imune pela 

digestão da bactéria (ZUERNER, 2015), isso significa, juntamente com os dados publicados 

em pesquisas anteriores de proteínas imunogênicas com variadas localizações celulares, que 

proteínas internas da Leptospira também são importantes na estimulação da resposta imune.  

De acordo com Lata (2018); Lata et al. (2020); Lin et al. (2010) e Lin et al. (2016) 

estimular a imunidade humoral e mediada por células contra a leptospirose é essencial para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz. Desta forma, uma vacina de subunidade proteica deve 

conter epítopos de células B e T para ser capaz de induzir imunidade humoral e celular, 

respectivamente.  
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Essas afirmações são reforçadas pelo fato de que a vacina mais promissora desenvolvida 

até o momento é baseada na proteína de superfície Lig, porém a sua eficácia no desafio 

heterólogo e a duração da imunidade ainda é incerta (DELLAGOSTIN et al., 2017; LATA et 

al., 2018). Também nenhuma vacina de subunidade, utilizando proteína de membrana externa, 

induziu imunidade estéril (DELLAGOSTIN et al., 2017), possivelmente porque os antígenos 

localizados na membrana externa da bactéria são capazes de realizar um movimento lateral 

através da bicamada de lipídeos, isso possibilita que a bactéria se movimente mesmo quando 

está ligada ao anticorpo, um fator importante para a colonização de tecidos (CHARON et al. 

1981). 

Além disso, as proteínas expostas à superfície, lipoproteínas e LPS da bactéria 

constituem os PAMPs (Padrões Moleculares Associados à Patógenos) que são importantes no 

reconhecimento da bactéria assim que ela adentra o organismo do hospedeiro e na estimulação 

de células B, mas não necessariamente esses PAMPs estão associados à uma resposta imune 

eficaz e cruzada entre os sorovares (ZUERNER, 2015).  Deve-se considerar que as vacinas 

baseadas em linfócitos B fornecem imunidade mediada por anticorpos que pode ser reprimida 

pelo aumento de antígenos (KAR et al., 2020).   

O LTH é essencial na indução de respostas humorais vitais e na indução de LTC, 

conferindo imunidade a longo prazo; por isso, promover estímulo a esses linfócitos é crucial 

para o desenvolvimento de vacinas eficazes (KAR et al., 2020). 

Portanto, neste estudo buscou-se construir uma proteína quimérica com peptídeos 

específicos para promover uma estimulação mais completa do sistema imune, acionando 

células B, LTH, LTC, induzindo IFN-γ e associando dois peptídeos conservados. Para com isso 

alcançar uma molécula capaz de gerar resposta imune cruzada entre os sorvares, duradoura e 

imunidade estéril contra leptospirose. 

Por isso foram selecionados epítopos antigênicos que se ligam aos receptores MHC 

classe I e estimulam o desenvolvimento de LTC que combatem as células infectadas e 

diferenciam-se em células T de memória (KAR et al., 2020). Isso é importante pois, embora 

seja considerada uma bactéria extracelular, a Leptospira pode atravessar camadas celulares e 

transitar intracelularmente (BAROCCHI et al., 2002). 

Também foram selecionados epítopos antigênicos que se ligam aos receptores MHC 

classe II e estimulam as células B pela via Th2. As células B se diferenciam em células 
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plasmáticas, que produzem anticorpos neutralizantes, e em células B de memória (KAR et al., 

2020).   

Os epítopos que se ligam aos receptores MHC classe II também estimulam Th1, que 

produz citocinas que mediam fagócitos, como IFN-γ. Na resposta imune à Leptospira, sabe-se 

que é necessária a ativação de Th1 para a produção de IFN-γ, que é responsável pela depuração 

da Leptospira no rim, estando associado à promoção de imunidade estéril, prevenindo a 

colonização renal e a eliminação da bactéria na urina (CHASSIN et al., 2009; ELLIS et al., 

2000; ZUERNER et al., 2011). Por esse motivo, os epítopos indutores de IFN-γ também foram 

avaliados. 

Dessa forma, procedeu-se a união desses diferentes epítopos em uma única molécula, 

com potencial para superar as limitações da bacterina usada comercialmente. 

É importante destacar que a resposta aos epítopos das células T é dependente da 

compatibilidade com as proteínas HLA que são codificadas pelos alelos MHC, por isso as 

tabelas 13, 14 e 15 trouxeram os alelos MHC responsáveis pela ligação a cada epítopo listado. 

A capacidade de interação com o maior número de alelos foi um fator considerado durante a 

seleção dos peptídeos que compuseram a proteína quimérica neste estudo. 

Os alelos MHC e as proteínas codificadas por eles – HLA, são altamente polimórficas, 

ou seja, apresentam uma grande variabilidade na população e a sua frequência de expressão 

varia de acordo com as etnias. Portanto, os epítopos selecionados devem se ligar ao maior 

número de alelos HLA para alcançar mais cobertura sobre a população (MAENAKA et al., 

1999; SINGHVI et al., 2020).  

Respeitando as especificidades biológicas, demonstramos um processo racional para o 

desenvolvimento de antígenos vacinais quiméricos para imunização humana, este mesmo 

processo pode ser estendido para o desenvolvimento de vacinas de uso veterinário. Os alvos 

vacinais em potencial identificados nesta pesquisa podem ser empregados para a construção de 

uma vacina para animais, desde que a predição de ligação dos epítopos de células T a moléculas 

de MHC classe I e II seja adaptada aos alelos MHC específicos da espécie para a qual a vacina 

será desenvolvida. 

As vacinas contra Leptospira mais bem-sucedidas produzidas até o momento são 

compostos de bactérias inteiras mortas (BEY; JOHNSON, 1982), sugerindo que uma mistura 

complexa de antígenos pode ser necessária para proteção e também para uma estimulação mais 

complexa do sistema imune, ativando imunidade celular e humoral (ZUERNER, 2015).  
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Estudos recentes apontam que as vacinas multiepítopo são mais vantajosas do que 

vacinas de epítopo único ou vacinas convencionais, por apresentarem baixo custo de fabricação, 

demandar pouco tempo para desenvolvimento, terem estabilidade e especificidade. Além disso, 

elas são capazes de induzir resposta imune humoral e celular significativas, simultaneamente 

devido à presença de epítopos de células T e B (AHMAD et al., 2021; UL QAMAR et al., 

2020a; UL QAMAR et al., 2020b).   

De acordo com Li et al. (2014) as vacinas constituídas por peptídeos geralmente são 

mais seguras pelo fato de os epítopos não apresentarem respostas reatogênicas. Os epítopos de 

células T são essenciais para a estimulação imune adaptativa e são suficientes para cooperar 

com as moléculas de MHC. Portanto, a seleção de epítopos fixos com MHC é um aspecto 

essencial na previsão de epítopos potentes de células T. Além disso, o reconhecimento das 

células T CD4 + e CD8 + é crítico durante o desenvolvimento de vacinas baseadas em múltiplos 

epítopos (LATA et al., 2018, KAR et al., 2020; UL QAMAR et al., 2020a; UL QAMAR et al., 

2020b). 

Previmos epítopos de células B e T a partir dos antígenos analisados e os juntamos 

usando ligantes específicos a fim de construir vacina baseada em epítopo. Para gerar sequências 

com imunogenicidade juncional reduzida, os ligantes utilizados foram integrados entre os 

epítopos selecionados, permitindo o projeto racional de uma vacina com múltiplos epítopos, 

além de melhorarem a solubilidade final do constructo proteico. O adjuvante no N-terminal 

também foi fundido nas sequências de epítopos para uma melhor expressão e melhoria da 

bioatividade da vacina.  

A avaliação de imunoinformática da vacina construída especificou muitos epítopos 

MHC Classe I, MHC Classe II, IFN-γ e células B lineares. Estudos anteriores indicam que IFN-

γ também promove proteção geral contra Leptospira nos rins dos animais. A falta da função 

alergênica da vacina proteica aumentou ainda mais sua eficácia como vacina candidata. A 

vacina multiepítopo construída mostrou pontuações mais altas de antigenicidade tanto no 

servidor ANTIGENpro e Vaxign, quanto no servidor Vaxijen v2.0. 

O peso molecular da proteína final (P.M.) foi previsto em 49,5 kDa e foi estimado ser 

altamente solúvel na expressão, juntamente com sua imunogenicidade virtual. A solubilidade 

da proteína recombinante superexpressa no hospedeiro E. coli é crítica para numerosos estudos 

bioquímicos e funcionais. O pI teórico estimado é de 9,64, sugerindo que a vacina construída é 

básica. A pontuação prevista para o índice de instabilidade foi de 26,73, o que sugere que a 
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proteína seria extremamente estável na expressão, firmando ainda mais sua probabilidade como 

antígeno vacinal. O índice alifático mostra que existem cadeias laterais alifáticas na proteína, 

representando possível hidrofobicidade e estabilidade térmica. O conhecimento sobre as 

estruturas secundárias e terciárias da proteína alvo é vital no desenvolvimento de vacinas.  A 

estrutura 3D da vacina candidata melhorou consideravelmente após o refinamento e exibiu 

características apropriadas com base nos resultados do gráfico de Ramachandran. O resultado 

do gráfico de Ramachandran indica que 91,57% dos resíduos são iniciados nas regiões 

favorecidas e 7,55% são regiões permitidas, com apenas 0,87% resíduos na região outlier; isso 

sugere que a qualidade de todo o modelo é aceitável.  

Na simulação imunológica realizada para a proteína quimérica, a quantidade de doses e 

o intervalo entre elas foi estabelecido com base em outros estudos. Os mesmos afirmam que o 

tempo mínimo recomendado entre a 1ª e a 2ª dose para a maioria das vacinas usadas atualmente 

é de 4 semanas e a eficiência da dose de reforço aumenta com 90 dias após o início da vacinação, 

sendo que atrasar o reforço além desse período não melhora o pico de anticorpos secundários 

(CASTIGLIONE et al., 2012; KAR et al., 2020; UL QAMAR et al., 2020b). 

Uma das principais características na validação de uma vacina candidata é a triagem de 

imunorreatividade em relação à produção de anticorpos. A simulação imune mostrou resultados 

consistentes com as respostas imunes típicas. Após a exposição repetida ao antígeno, houve um 

aumento geral nas respostas imunes geradas.  

O desenvolvimento de células B e células T de memória foi evidente, com a memória 

nas células B durando vários meses. As células T auxiliares foram particularmente estimuladas. 

Outra observação interessante foi que os níveis de IFN-γ e IL-2 aumentaram após a primeira 

injeção e atingiram níveis máximos após a terceira exposição ao antígeno. Isso indica níveis 

elevados de células TH e, consequentemente, produção eficiente de Anticorpos, apoiando uma 

resposta humoral. 

Portanto, os resultados obtidos nos testes de simulação imunológica da proteína 

quimérica foram significativos para uma resposta imune contra Leptospira. Observou-se uma 

resposta imunológica robusta dos principais componentes da imunidade, ou seja, mediada por 

células (LTH e LTC), humoral (células B) e também de IFN-γ com as 3 doses administradas, 

no período estabelecido.   

Os altos níveis de células B ativadas e a presença de células B de memória indicam uma 

resposta imune eficaz e de longa duração, bem como, os altos níveis de LTH e LTC com 



76 

 

desenvolvimento de respectivas células de memória são fatores cruciais para desencadear a 

resposta imune (UL QAMAR et al., 2020b). 

Assim, a proteína quimérica construída, composta por uma diversidade de peptídeos 

conservados, especificamente selecionados para estimular todos os componentes necessários 

do sistema imunológico para gerar uma resposta imune efetiva e duradoura contra leptospirose 

abrangendo imunidade humoral, celular e com potencial para induzir imunidade cruzada e 

estéril, é um alvo potencial para a composição de uma nova vacina, que supere as limitações da 

bacterina usada atualmente.  

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

O estudo aprofundado do perfil proteico de Leptospira associado a triagem de alvos 

vacinais por meio da imunoinformática, possibilitou a identificação e caracterização das 

proteínas mais antigênicas, resultando na construção de uma proteína quimérica com 

características desejáveis para um bom imunógeno. Desta forma, foi possível direcionar os 

estudos in vivo a serem realizados, poupando tempo, recursos financeiros e diminuindo a 

utilização de animais de laboratório. 

Foram identificados epítopos de células B, LTH, LTC e IFN-γ oriundos das proteínas 

que apresentaram maior potencial antigênico, muitas delas caracterizadas nesta pesquisa, e que 

tiveram sua importância demonstrada como candidatas a alvo vacinal.  

A proteína quimérica desenvolvida reúne as características necessárias para um 

imunógeno eficaz contra leptospirose, desencadeando tanto imunidade humoral quanto celular 

e requer investigação adicional, especialmente in vivo, para a validação de sua eficácia. 

Essa tese abre novas possibilidades para pesquisas futuras no desenvolvimento de 

vacinas contra leptospirose, sendo possível intensificar a investigação dos epítopos candidatos 

em potencial identificados, bem como testar a resposta imune induzida pela proteína quimérica 

com diferentes adjuvantes in vivo. 
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APÊNDICE A – ANÁLISES DE BIOINFORMÁTICA REALIZADAS PARA A 

ELABORAÇÃO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL E VALIDAÇÃO DA 

MODELAGEM DAS PROTEÍNAS Loa 22, FLAGELINA, FATOR DE ELONGAÇÃO 

TU E FATOR DE ELONGAÇÃO TS E LipL32 

 

Figura 1 - Análises realizadas no programa Swiss-model para construção da estrutura 

tridimensional da proteína Loa 22 (A0A0A7KLA8), a partir das sequências de aminoácidos 

obtidas no proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A. Alinhamento das 

sequências de aminoácidos da proteína Loa 22 com o Template. B. Adição do gráfico de barras 

indicando as regiões de maior enovelamento na estrutura da proteína. C. Gráfico de 

Ramachandran evidenciando a aceitabilidade do modelo com base na estereoquímica das 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da estrutura. D. Gráfico descritor de qualidade 

indicando a validação da estrutura. 

 

Fonte: A autora. 
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Figura 2 - Análises realizadas no programa Swiss-model para construção da estrutura 

tridimensional da proteína Flagelina (A0A3S9KKN1), a partir das sequências de aminoácidos 

obtidas no proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A. Alinhamento das 

sequências de aminoácidos da proteína Flagelina com o Template. B. Adição do gráfico de 

barras indicando as regiões de maior enovelamento na estrutura da proteína. C. Gráfico de 

Ramachandran evidenciando a aceitabilidade do modelo com base na estereoquímica das 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da estrutura. D. Gráfico descritor de qualidade 

indicando a validação da estrutura. 
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Fonte: A autora. 
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Figura 3 - Análises realizadas no programa Swiss-model para construção da estrutura 

tridimensional da proteína Fator de elongação Tu (M3GCP1), a partir das sequências de 

aminoácidos obtidas no proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A. 

Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína Fator de elongação Tu com o 

Template. B. Adição do gráfico de barras indicando as regiões de maior enovelamento na 

estrutura da proteína. C. Gráfico de Ramachandran evidenciando a aceitabilidade do modelo 

com base na estereoquímica das cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da estrutura. D. 

Gráfico descritor de qualidade indicando a validação da estrutura. 
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Fonte: A autora. 
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Figura 4 - Análises realizadas no programa Swiss-model para construção da estrutura 

tridimensional da proteína Fator de elongação Ts (M6HEN0), a partir das sequências de 

aminoácidos obtidas no proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A. 

Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína Fator de elongação Ts com o 

Template. B. Adição do gráfico de barras indicando as regiões de maior enovelamento na 

estrutura da proteína. C. Gráfico de Ramachandran evidenciando a aceitabilidade do modelo 

com base na estereoquímica das cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da estrutura. D. 

Gráfico descritor de qualidade indicando a validação da estrutura. 

 

Fonte: A autora. 
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Figura 5 - Análises realizadas no programa Swiss-model para construção da estrutura 

tridimensional da proteína LipL32 (A0A2M9XTF4), a partir das sequências de aminoácidos 

obtidas no proteoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa M20. A. Alinhamento das 

sequências de aminoácidos da proteína LipL32 com o Template. B. Adição do gráfico de barras 

indicando as regiões de maior enovelamento na estrutura da proteína. C. Gráfico de 

Ramachandran evidenciando a aceitabilidade do modelo com base na estereoquímica das 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos da estrutura. D. Gráfico descritor de qualidade 

indicando a validação da estrutura. 
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Fonte: A autora. 

 

 

 

 


