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RESUMO 

 

 

As bactérias do gênero Leptospira são espiroquetas, morfológica e fisiologicamente 
semelhantes, porém sorológica e fisiologicamente distintas. As leptospiras patogênicas 
evadem da resposta imunológica e, para a diversidade de sorovares, são necessárias vacinas 
sorovares-específicas, que não apresentam imunidade duradoura. Esta monografia buscou 
identificar epitopos para linfócito B em cinco proteínas hipotéticas de membrana de Leptospira 
interrogans sorovar Copenhageni, utilizando ferramentas de bioinformática, na expectativa da 
obtenção de novos antígenos para diagnósticos e vacinas. A análise das proteínas para 
identificação de domínios, localização celular e predição de epitopos foi realizada nas 
plataformas: ProtParam, Pfam, InterPro, Prosite, SMART, BcePred, IEDB, ABCpred, 
DeepTMHMM e SignlP 6.0. Através das ferramentas de bioinformática, foi possível inferir a 
localização das proteínas hipotéticas Lpra_01, Lpra_02, Lpra_03, Lpra_04 e Lpra_05 de 
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, bem como identificar a presença de domínios e 
de epitopos. Entre as proteínas analisadas, os programas apontaram as proteínas Lpra_01 e 
Lpra_05 como proteínas de membrana, entretanto, apenas na primeira foram identificados 
epitopos que podem ser reconhecidos por linfócitos B, entretanto, faz-se necessária a 
realização de ensaios laboratoriais para confirmação desses resultados. 

 

Palavras-chave: aprendizado de máquina; bioinformática; diagnóstico; leptospirose; vacina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
 

 

Bacteria of the genus Leptospira are spirochetes, morphologically and physiologically similar, 

but serologically and physiologically distinct. Pathogenic leptospires evade the immune 

response, and for the diversity of serovars, serovar-specific vaccines are necessary, which do 

not provide lasting immunity. This monograph sought to identify epitopes for B lymphocytes in 

five hypothetical membrane proteins from Leptospira interrogans serovar Copenhageni, by 

bioinformatics tools, in the hope of obtaining new antigens for diagnostics and vaccines. 

Protein analysis for domain identification, cellular localization and epitope prediction was 

performed on the platforms: ProtParam, Pfam, InterPro, Prosite, SMART, BcePred, IEDB, 

ABCpred, DeepTMHMM and SignlP 6.0. Using bioinformatics tools, it was possible to infer the 

location of the hypothetical proteins Lpra_01, Lpra_02, Lpra_03, Lpra_04 and Lpra_05 from 

Leptospira interrogans serovar Copenhageni, as well as identify the presence of domains and 

epitopes. Among the proteins analyzed, the programs identified the proteins Lpra_01 and 

Lpra_05 as membrane proteins, however, only in the first were identified epitopes that can be 

recognized by B lymphocytes, however, it is necessary to carry out laboratory tests to confirm 

these results. 

 

Keywords: mbioachine learning; bioinformatics; diagnosis; leptospirosis; vaccine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 – Esquema anatômico da Leptospira (A) e seu corte transversal (B). 14 

Figura 2 – Ciclo zoonótico da leptospirose, suscetibilidade de vários 
hospedeiros acidentais e modos de transmissão............................. 16 

Figura 3 – Parede celular de Leptospira interrogans e padrões moleculares 
associados ao patógeno................................................................... 20 

Figura 4 – Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_01.................... 26 

Figura 5 – Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_02.................... 26 

Figura 6 – Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_03.................... 27 

Figura 7 – Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_04.................... 27 

Figura 8 – Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_05.................... 28 

Figura 9 – Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_01........................ 29 

Figura 10 – Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_02........................ 29 

Figura 11 – Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_03........................ 30 

Figura 12 – Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_04........................ 30 

Figura 13 – Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_05........................ 31 

Figura 14 – Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_01............... 32 

Figura 15 – Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_03............... 32 

Figura 16 – Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_04............... 33 

Figura 17 – Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_05............... 33 

Figura 18 – Alinhamento das predições de epitopos preditas pelos programas 
ABCpred, IEDB, BcePred e BepiPred.............................................. 34 

 

 

  



 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela1 – Informações das proteínas LPRA_01, LPRA_02, LPRA_03, LPRA_04 
e LPRA_05 analisadas pelo ProtParam................................................... 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................... 12 

2 REFERENCIAL TEÓRICO .................................................................... 14 

2.1 AGENTE ETIOLÓGICO DA LEPTOSPIROSE ...................................... 14 

2.2 CURSO CLÍNICO DA PATOLOGIA ....................................................... 15 

2.3 O SISTEMA IMUNE ............................................................................... 16 

2.3.1 Imunidade Inata .................................................................................... 17 

2.3.2 Imunidade Adquirida ............................................................................ 18 

2.3.3 Antígenos .............................................................................................. 19 

2.3.4 A capacidade da leptospira evadir a resposta imunológica ............ 20 

3 METODOLOGIA .................................................................................... 22 

3.1 DO TIPO DA PESQUISA ....................................................................... 22 

3.2 DA OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS .............................. 22 

3.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DAS PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS 

DE Leptospira interrogans sorovar Copenhageni .................................. 22 

3.4 PREDIÇÃO E TRIAGEM DE EPÍTOPOS LINEARES 

POTENCIALMENTE RECONHECIDOS POR LINFÓCITOS B .............. 23 

3.5 DEEPTMHMM ........................................................................................ 23 

3.6 SIGNALP 6.0 .......................................................................................... 23 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................. 25 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS ................................................................... 35 

 REFERÊNCIAS ...................................................................................... 36 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

1  INTRODUÇÃO 

 

As bactérias do gênero Leptospira são espiroquetas, morfológica e 

fisiologicamente semelhantes, porém sorológica e fisiologicamente distintas. São 

procariotos sensíveis, mas persistem em ambiente úmido, de temperatura temperada 

e pH neutro a ligeiramente alcalino (MCVEY, 2016). É um gênero que possui bactérias 

patogênicas e não patogênicas, que podem ser encontradas no mundo todo com mais 

de 200 sorovares distintos.  

As espécies patogênicas podem acometer cães, gatos, suínos, equinos, 

bovinos e seres humanos, causando a leptospirose que é uma doença de caráter 

zoonótico. Em cada espécie animal, a doença se apresenta de uma maneira diferente, 

causando abortos em animais prenhes e perdas econômicas relevantes 

principalmente para criadores de animais de produção. 

O sucesso da infecção ocorre pela ligação das leptospiras a componentes da 

matriz extracelular e às células do hospedeiro. A interação das leptospiras com 

receptores de reconhecimento de patógenos é uma questão fundamental na 

imunidade contra a leptospira, bem como na imunopatologia. As leptospiras 

patogênicas, mas não saprófitas, são capazes de escapar do sistema complemento 

do hospedeiro, circular no sangue e se espalhar pelos tecidos (Fraga; Barbosa; Isaac, 

2011) As bactérias colonizam os túbulos renais de mamíferos, sendo eliminadas no 

ambiente pela urina. 

Os órgãos-alvo da leptospirose humana incluem os rins e os pulmões. A 

associação de um processo autoimune com essas patologias tem sido explorada e 

diversos mecanismos que permitem a sobrevivência das leptospiras nos rins de 

animais reservatórios têm sido propostos. As leptospiras patogênicas evadem de 

mecanismos da resposta imunológica e para a diversidade de sorovares são 

necessárias vacinas sorovares-específicas, que não apresentam imunidade 

duradoura. 

O advento da genômica permitiu a formação de bancos de dados completos e 

acessíveis que podem ser explorados em busca de proteínas que, com o auxílio de 

ferramentas da bioinformática, podem ser analisadas na expectativa da obtenção de 

novos antígenos para diagnósticos e vacinas. 



13 
 

Dessa forma, esta monografia teve como objetivo geral identificar epitopos para 

linfócito B em cinco proteínas hipotéticas de membrana de Leptospira interrogans 

sorovar Copenhageni utilizando ferramentas de bioinformática. 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. AGENTE ETIOLÓGICO DA LEPTOSPIROSE 

 

Procariotos do gênero Leptospira são bactérias espiraladas (espiroquetas), 

contendo extremidades em forma de gancho, aeróbias obrigatórias, com formato 

helicoidal e flexível, que se movimentam através de 2 flagelos, (TAVARES, 2018). São 

bactérias Gram negativas, que são fracamente coradas, visualizadas através de 

microscópio de campo escuro ou de contraste de fase. 

A Leptospira é uma bactéria relativamente frágil, podendo ser inativada por 

vários métodos, como dessecação, congelamento, calor (50°C/10min), sabão, sais 

biliares, detergentes, ambiente ácido e putrefação (MCVEY, 2016), mas consegue 

sobreviver em ambientes úmidos de água doce, de pH neutro a levemente alcalino e 

em temperatura ambiente (10ºC à 34ºC) por até 180 dias. 

 

Figura 1 - Esquema anatômico da Leptospira (A) e seu corte transversal (B). 

 
Fonte: P. J. Quinn et al, (2007) 

 

 

 



15 
 

2.2. CURSO CLÍNICO DA PATOLOGIA 

 

A infecção pode ocorrer de forma direta ou indireta. A leptospira, quando em 

contato com um hospedeiro, atravessa a pele úmida ou mucosas. De acordo com a 

WOAH (2022), o curso da infecção varia de animal para animal, sorovar para sorovar, 

existindo um período de incubação de 4 a 20 dias, seguido de um período de 7 à 10 

dias de circulação na corrente sanguínea. 

Os sintomas clínicos variam de acordo com o sorovar e o animal infectado. 

Segundo Quinn et al (2007), algumas sorovariedades parecem ter distribuição 

geográfica limitada, sendo um sorovar associado a uma espécie particular de 

hospedeiro, seu hospedeiro de manutenção. 

Durante o curso da infecção, hospedeiros de manutenção se apresentam 

subclínicos ou com sintomas moderados, tal situação onde o parasita aloja-se e 

multiplica-se nos túbulos renais do hospedeiro, e este excreta-os através da urina por 

tempo prolongado no ambiente. Em contrapartida, os hospedeiros acidentais são 

altamente suscetíveis à infecção e tendem a desenvolver a forma sistêmica, mais 

severa da doença, na qual as espiroquetas além de se alojarem nos túbulos renais, 

podem também ser encontradas no sistema genital, meninges e no tecido ocular 

(WOAH, 2022). A leptospirose pode causar em hospedeiros incidentais reações 

agudas devido às toxinas produzidas pelas bactérias. De acordo com a WOAH (2022), 

os sintomas agudos são febre e anorexia, seguidos de sinais de hemorragia e anemia 

hemolítica secundária a danos endoteliais, petéquias na mucosa, icterícia, 

hematúria/hemoglobinúria, desidratação, vômitos e cólica. O dano renal agudo 

contribui para a rápida evolução do animal a óbito. A doença, quando afeta o sistema 

reprodutivo, tende a se apresentar por abortos/fetos natimortos prematuros, fetos 

mumificados, sangue presente no leite ou agalaxia. Caso o animal não aborte, os 

neonatos se apresentam fracos. 

Animais de produção tendem a apresentar os sintomas reprodutivos da doença, 

causando um déficit na capacidade produtiva do animal. Trabalhadores que estão em 

contato direto com animais de fazenda tendem a ser mais suscetíveis a infecção pelo 

agente etiológico. Existe a imunização artificial, decorrente da vacinação preventiva 

para animais. Porém, para cada sorovar é necessária uma vacina específica, e esta 
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confere proteção temporária, que precisa ser renovada anualmente(Tizard, 2014; 

WOAH, 2022). 

 

Figura 2 - Ciclo zoonótico da leptospirose, suscetibilidade de vários hospedeiros acidentais e modos 

de transmissão. Adaptado de Adler, 2015. 

 

Fonte: Bonhomme e Werts (2022) 

 

2.3. O SISTEMA IMUNE 

 

O organismo do animal possui características ideais para a propagação da vida, 

atraindo outros microrganismos comensais e oportunistas, que se utilizam de suas 

reservas e ambiente próspero. Muitos dos microrganismos convivem em relação 

comensal com o animal, não trazendo efeitos adversos, e alguns convivem em relação 

simbiótica, como é o caso de algumas bactérias intestinais. No entanto, alguns desses 

micróbios evoluíram para se utilizarem das células e tecidos dos animais em que 
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vivem, em uma relação de parasitismo. A presença desses microrganismos traz 

efeitos deletérios para a saúde do animal, destruindo seus tecidos e células, também 

liberando citotoxinas decorrentes de seu metabolismo celular. É aí que entram os 

mecanismos de defesa do corpo contra esses agressores. 

O organismo dispõe de vários mecanismos de defesa, alguns sendo mais 

efetivos contra certos tipos de microrganismos invasores do que outros, se tornando 

um sistema extremamente eficaz. De acordo com Abbas (2014), enquanto os 

mecanismos da imunidade inata reconhecem estruturas comuns a classes de 

microrganismos, as células da imunidade adquirida (linfócitos) expressam receptores 

que reconhecem especificamente uma variedade muito maior de moléculas 

produzidas pelos microrganismos, assim como substâncias não infecciosas. Essas 

moléculas são chamadas de antígenos. 

A primeira barreira protetora é a pele íntegra, e após ela, o corpo dispõe de dois 

tipos de resposta imune: a inata e a adquirida. 

 

2.3.1. Imunidade Inata 
 

A resposta imune inata é a primeira que é ativada na presença de um agressor 

externo. Ela é rápida e inespecífica, ocorre logo que o agressor rompe a primeira 

barreira. De acordo com Tizard (2014), o sistema imune inato é uma rede de 

subsistemas conectados que não apresenta qualquer tipo de memória e, assim, cada 

episódio de infecção é tratado da mesma forma. Igualmente, a intensidade e a duração 

das respostas inatas, como a inflamação, não se alteram, independentemente da 

frequência com que um patógeno é encontrado. 

A imunidade inata é mediada por receptores de reconhecimento padrão (PRRs) 

presentes nas várias células de defesa, que se ligam aos padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), como as estruturas bacterianas e toxinas 

resultantes de seu metabolismo, e também reagem a padrões moleculares associados 

a lesão (DAMPs), resultantes de células do organismo mortas ou próximas da morte.  
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2.3.2. Imunidade Adquirida 
 

A resposta imune adquirida é altamente específica e eficaz, capaz de 

reconhecer e destruir os patógenos e, posteriormente, aprender com todo esse 

processo (Tizard, 2014). Enquanto a imunidade inata não possui uma memória e 

reage da mesma maneira para todo tipo de invasão, a adquirida desenvolveu esse 

tipo de mecanismo, se tornando mais eficaz e intensa após múltiplas exposições do 

animal para o mesmo antígeno. 

De acordo com Tizard (2014), a principal diferença entre os sistemas imune 

inato e adaptativo está no uso de receptores de superfície celular para 

reconhecimento de microrganismos invasores. As células do sistema imune inato 

dispõem de um número limitado de receptores pré-formados, enquanto as do sistema 

imune adaptativo constantemente produzem receptores novos, que conseguem se 

ligar a um grande número de moléculas estranhas. 

É dividida em dois tipos de respostas: a celular e a humoral.  

A resposta imunológica celular é mediada pelos linfócitos T, que medeia outras 

células do organismo (Abbas, 2014). Existem três tipos desses linfócitos: os linfócitos 

T auxiliares, os linfócitos T auxiliares e os linfócitos T reguladores. 

Já a imunidade humoral é mediada por linfócitos tipo B, que secreta anticorpos 

após a diferenciação em plasmócitos. Poucos desses linfócitos circulam pelo corpo, 

se localizando principalmente no córtex dos linfonodos, na zona marginal do baço, na 

medula óssea, por todo o intestino e nas placas de Peyer (Tizard, 2014). 

Os linfócitos B possuem grande número de receptores de antígeno idênticos 

em sua superfície. Dessa forma, cada linfócito B pode se ligar e responder a somente 

um único antígeno. Se um linfócito B encontra um antígeno que pode se ligar a seus 

receptores, responde, com a co-estimulação apropriada, secretando seus receptores 

nos fluidos corporais, nos quais são denominados anticorpos. Assim, cada linfócito B 

produz anticorpos com a mesma especificidade de ligação que seus receptores. 

Assim, os anticorpos produzidos pelos linfócitos B reconhecem os antígenos 

microbianos extracelulares, enquanto os linfócitos T reconhecem os antígenos 

produzidos pelos microrganismos intracelulares. Outra diferença importante entre os 

linfócitos B e T é que a maioria das células T reconhece apenas antígenos proteicos, 
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enquanto células B e anticorpos são capazes de reconhecer muitos tipos diferentes 

de moléculas, incluindo proteínas, carboidratos, ácidos nucleicos e lipídios. 

As leptospiras são patógenos extracelulares, a resposta imune adquirida 

depende da produção de anticorpos e da ativação da via clássica do sistema 

complemento. Na leptospirose, a maioria dos anticorpos específicos são produzidos 

contra o lipopolissacarídeo (LPS) (Fraga, Barbosa e Isaac, 2011). 

 

2.3.3 Antígenos 
 

De acordo com Tizard (2014), os principais componentes da superfície 

bacteriana incluem a parede celular e suas estruturas proteicas associadas, a cápsula, 

o pili e o flagelo. As bactérias Gram-positivas também contêm ácidos lipotecoicos, 

inserido em uma camada espessa de peptideoglicanos, que estão envolvidos no 

transporte de íons através da parede celular. Em contraste, os organismos gram-

negativos possuem uma uma fina camada de peptideoglicanos coberta por uma 

membrana mais externa constituída de lipopolissacarídeos (LPS). A maior parte da 

antigenicidade da bactéria gram-negativa está associada ao lipopolissacarídeo, que 

consiste em um oligossacarídeo ligado a um lipídeo (lipídeo A) e a uma série de 

trissacarídeos repetitivos. A estrutura desses trissacarídeos determina a 

antigenicidade do organismo. Entretanto, em geral, as proteínas estranhas são os 

melhores antígenos, especialmente se forem grandes, superiores a 1.000 Da. 

Em relação às leptospiras, a camada de peptidoglicano (PG) está localizada 

um pouco mais próxima da membrana interna do que em outras bactérias e possuem 

dois endoflagelos (EFs), incrustados no periplasma, que lhes conferem grande 

motilidade. As leptospiras também são particularmente ricas em proteínas da 

membrana externa (OMPs), incluindo numerosas lipoproteínas que são os 

componentes mais abundantes da parede celular da bactéria. A Leptospira spp. difere 

da maioria das outras espiroquetas porque possui lipopolissacarídeos (LPSs) 

ancorados em sua membrana externa (Bonhomme e Werts, 2022). 
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Figura 3 – Parede celular de Leptospira interrogans e padrões moleculares associados ao patógeno: 

peptidoglicano (PG), endoflagelo (EF), lipoproteínas abundantes e lipopolissacarídeo atípico (LPS). 

 

Fonte: Bonhomme e Werts (2022) 

 

2.3.4. A capacidade da leptospira evadir a resposta imunológica 
 

Leptospiras saprofíticas e patogênicas são capazes de formar biofilmes, 

ajudando-as a sobreviver em habitats ambientais e a colonizar os hospedeiros por 

constituir uma barreira contra as células e moléculas efetoras da imunidade, incluindo 

anticorpos e complemento (Fraga, Barbosa e Isaac, 2011). 

Em bactérias vivas, o PG da leptospira não é reconhecido por os receptores 

NOD em hospedeiros humanos ou camundongos devido à sua forte associação com 

LipL21. Em humanos, bovinos e camundongos, escapam do reconhecimento pelo 

TLR5.  

As leptospiras patogênicas são capazes de controlar todas as vias do sistema 

complemento, adquirindo reguladores negativos solúveis do hospedeiro. O controle 

da via alternativa é alcançado pela interação da Leptospira com a Fator H (FH) no 

soro humano que impede a ligação do Fator B (FB) ao C3b, acelerando a queda da 

C3-convertase C3bBb, e agindo como um cofator para a clivagem do C3b pelo Fator 

I (FI). Uma vez ligado à superfície da Leptospira, o FH permanece funcional e promove 

a clivagem de C3b mediada por FI, inativando o C3b pela geração do iC3b. 
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A leptospira também tem a capacidade de se ligar ao C4BP humano, um 

importante inibidor da fase fluida das vias clássica e da lectina. A proteína LcpA, 

exposta à superfície, liga-se ao C4BP solúvel do soro humano e permanece 

funcionalmente ativo quando ligado à proteína, atuando como cofator do Fator I na 

clivagem do C4b (Fraga, Barbosa e Isaac, 2011). 

Embora a Leptospira não seja um patógeno intracelular, L. interrogans pode 

escapar do fagolisossomo para o citosol de macrófagos humanos, permitindo que os 

peptídeos leptospirais possam ser complexados com moléculas do MHC classe I e, 

posteriormente, apresentados aos linfócitos T CD8+.  Linfócitos T CD8 específicos 

para peptídeos derivados da proteína leptospiral semelhante à imunoglobulina (Lig) A 

foram identificados em pacientes humanos, entretanto, mais estudos são necessários 

para avaliar a participação das populações de linfócitos T na imunidade contra 

leptospiras (Fraga, Barbosa e Isaac, 2011). 
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3  METODOLOGIA 

 

3.1 DO TIPO DA PESQUISA 

 

Foi adotada a tipologia de Gil (1991, 2002) e Vergara (2000) para classificar a 

pesquisa quanto aos procedimentos para a coleta e análise de dados. Essa pesquisa 

é básica, com abordagem metodológica exploratória, descritiva e bibliográfica, com 

direcionamento quantitativo. 

 

3.2 DA OBTENÇÃO DAS PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS 
 

Foram selecionadas cinco proteínas hipotéticas de Leptospira interrogans 

sorovar Copenhageni obtidas no site do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), sob os seguintes códigos: A6J42_RS03385, A6J42_RS10460, 

A6J42_RS10630, A6J42_RS12740, A6J42_RS16700. Para facilitar a identificação de 

tais proteínas hipotéticas, neste trabalho as mesmas foram nomeadas Lpra_01, 

Lpra_02, Lpra_03, Lpra_04 e Lpra_05, respectivamente. Para serem analisadas pelos 

programas, as sequências de aminoácidos das proteínas foram utilizadas no formato 

FASTA. 

 

3.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DAS PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS DE 

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 

 

Os parâmetros físicos e químicos das proteínas, como peso molecular e 

composição atômica, foram preditos pela plataforma ProtParam 

(https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005). As áreas capazes de 

enovelamento independente e que, consequentemente, possuem maior densidade, 

são regiões potencialmente capazes de determinar a função da proteína, que são 

nomeadas de domínios. Estas regiões foram identificadas por quatro tipos de bancos 

de dados: Pfam (Mistry et al., 2021), InterPro (Paysan-Lafosse et al., 2022), Prosite 

(Sigrist et al., 2013) e SMART (Letunic, Khedkar e Bork, 2021).  
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3.4 PREDIÇÃO E TRIAGEM DE EPÍTOPOS LINEARES POTENCIALMENTE 

RECONHECIDOS POR LINFÓCITOS B 
 

Os epítopos lineares foram preditos pela avaliação da flexibilidade (Karplus, 

Schulz, 1985), hidrofilicidade (Parker, Guo e Hodges, 1986), superfícies expostas 

(Janin e Wodak,  e978) e polaridade (Ponnuswamy, Prabhakaran e Manavalan, 1980) 

por intermédio da plataforma BcePred (Saha e Raghava, 2004). Os threshold 

utilizados foram: flexibilidade (2), hidrofilicidade (1.9), superfícies expostas (2.3) e 

polaridade (1.8).  

Para verificação da acessibilidade (Emini et al., 1985), foi utilizado o Epitope 

DataBase and Analysis Resource (IEDB), padronizada à posição central 3, janela 6 e 

threshold de 1. A avaliação da antigenicidade foi estabelecida na posição central 4, 

janela 7 e threshold de 1,004 (Vita et al., 2019).  

Além do IEDB, foi utilizada o ABCpred, que é uma rede neural artificial com 

servidor treinado em epítopos de células B obtidos a partir do banco de dados Bcipep, 

com 65,93% de precisão (Saha; Raghava, 2006). No ABCpred, os parâmetros 

empregados foram threshold de 0.8, filtro de sobreposição ativado e restrição de 

tamanho em 16 aminoácidos. 

Também foi empregado o Bepipred, que aplica um algoritmo Random Forest 

treinado em epítopos e aminoácidos não epítopos determinados a partir de estruturas 

cristalinas. A versão utilizada foi a Bepipred 2.0 (Jespersen et al., 2017) com 0,5 de 

threshold. O Bepipred 3.0 (Clifford et al., 2022) não foi empregado pois, em estudo 

recente (Sousa, 2024), se mostrou pouco eficaz na predição de epítopos sabidamente 

imunogênicos. 

 

3.5 DEEPTMHMM 

 

É um algoritmo capaz de detectar e prever a topologia estrutural alfa-helicoidal 

e beta-barril de proteínas transmembranas, desenvolvido pela Universidade Técnica 

da Dinamarca (Technical University of Denmark). 
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3. 6 SIGNALP 6.0 

 

Peptídeos sinais (SPs) são sequências curtas de aminoácidos que controlam a 

secreção e translocação de proteínas em todos os organismos vivos. SignalP 6.0 é 

uma ferramenta que utiliza um modelo de aprendizagem de máquina capaz de prever 

substratos Sec clivados por SPase I (Sec/SPI) ou SPase II (Sec/SPII, lipoproteínas 

procarióticas) e substratos Tat clivados por SPase I (Tat/SPI)4.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A análise das sequências de aminoácidos pela ferramenta ProtParam resultou 

nas informações apresentadas na tabela 1. 

 

Tabela 01 - Informações das proteínas LPRA_01, LPRA_02, LPRA_03, LPRA_04 e LPRA_05 

analisadas pelo ProtParam. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Para predizer a topologia e a localização dessas proteínas na bactéria, as 

sequências de aminoácidos foram avaliadas nas plataformas DeepTMHMM, SignalP 

6.0 e Interpro.  

As figuras 2, 3, 4, 5 e 6 demonstram os resultados das análises as proteínas 

LPRA_01, LPRA_02, LPRA_03, LPRA_04 e LPRA_05, respectivamente, pelo 

DeepTMHMM verificando a presença de região transmembrana nas proteínas 

LPRA_01 e LPRA_05, sugerindo que devem ser proteínas da membrana plasmática 

ou da membrana externa. 
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Figura 4 - Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_01. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

 

Figura 5 - Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_02. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 
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Figura 6 - Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_03. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

 

Figura 7 - Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_04. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 
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Figura 8 - Resultados do DeepTMHMM para a proteína Lpra_05. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

As figuras 9, 10, 11, 12 e 13 demonstram os resultados da submissão ao 

SignalP 6.0 das sequências de aminoácidos das proteínas LPRA_01, LPRA_02, 

LPRA_03, LPRA_04 e LPRA_05, respectivamente. O programa identificou a presença 

de um peptídeo sinal Sec/SPI e um peptídeo sinal de lipoproteína para as proteínas 

LPRA_03 e LPRA_04, respectivamente, sugerindo que essas duas proteínas devem 

ser secretadas pelas células.  SecB é uma chaperona necessária para a exportação 

de proteínas. SecA é uma ATPase que direciona o movimento da proteína para a 

membrana. SecY, SecE, SecG, SecD, SecF e YajC são proteínas integrais da 

membrana. SecY, SecE e SecG formam um complexo o hetero-trimérico SecYEG, 

que constitui um canal para passagem de polipeptídeos (Mori e Ito, 2001). O encontro 

do peptídeo sinal para essas proteínas infere que as proteínas LPRA_03 e LPRA_04 

são secretadas pela Leptospira interrogans serovar Copenhageni. 
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Figura 9 - Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_01. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Figura 10 - Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_02. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 
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Figura 11 - Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_03. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Figura 12 - Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_04. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

 

 

 

Sítio de clivagem 

Sítio de clivagem 
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Figura 13 - Resultados do SignalP 6.0 para a proteína Lpra_05. 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

 Através da análise pelo InterPro, foi observada a presença do motivo (motif) 

MORN (Membrane Occupation and Recognition Nexus) e dos domínios Radial Spoke 

Head I e N-terminal de metiltransferase específica para Histona H3 nas proteínas 

Lpra_01, Lpra_03, Lpra_04 e Lpra_05, como demonstrado nas figuras 14, 15, 16 e 

17. 

Os motivos MORN contém de 2 a 20 aminoácidos foi encontrado em diferentes 

proteínas e estão envolvidos em muitas funções tendo sido relatados em plantas, 

animais e protistas. O modo como os diferentes motivos MORN impactam as 

propriedades funcionais das proteínas é pouco compreendido, entretanto influencia 

nas interações proteína-membrana, proteína-proteína e modificações pós-tradução 

(Zhou et al., 2022).  

O domínio Radial Spoke Head I é encontrado em proteínas associadas à 

motilidade dos cílios e flagelos em eucariotos (Grossman-Haham et al., 2021), 

sugerindo que as proteínas Lpra_01, Lpra_03 e Lpra_05 possam estar associadas ao 

flagelo da leptospira. 
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Figura 14 – Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_01 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Figura 15 - Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_03 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 
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Figura 16 - Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_04 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Figura 17 - Domínios identificados pelo Interpro na proteína Lpra_05 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 

 

Como as proteínas Lpra_01 e Lpra_05 apresentaram características de 

proteínas de membrana, foram selecionadas para a análise pelos programas 

preditores de epitopos, entretanto a proteína Lpra_05 não apresentou superfícies 

expostas necessária para a predição de epítopos. Entretanto, apenas a proteína 

Lpra_01 tinha todas as características necessárias para a predição de epítopos para 

linfócito B, cujo trecho comum identificado pelos programas ABCpred, IEDB, BcePred 

e BepiPred é composto de 13 aminoácidos na região 216 a 229 (Figura 16). 
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Figura 18 - Alinhamento das predições de epitopos preditas pelos programas ABCpred, 

IEDB, BcePred e BepiPred 

 

Fonte: Resultado da pesquisa 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Através das ferramentas de bioinformática, foi possível inferir a localização das 

proteínas hipotéticas Lpra_01, Lpra_02, Lpra_03, Lpra_04 e Lpra_05 de Leptospira 

interrogans sorovar Copenhageni, bem como identificar a presença de domínios e de 

epitopos. Entre as proteínas analisadas, os programas apontaram a Lpra_01 como 

uma proteína de membrana com epitopos que podem ser reconhecidos por linfócitos 

B, entretanto, faz-se necessária a realização de ensaios laboratoriais para 

confirmação desses resultados. 

. 
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